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8 Abkurzungen

Verzeichnis verwendeter Abklirzungen

a alpha

AlH Autoimmune Hepatitis

AK Antikorper

AMA Antimitochondriale Antikorper

ANA Antinukleare Antikorper

AP Alkalische Phosphatase

ARA American rheumatological association
ATPase Adenosin-5-triphosphate synthase
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BSA Bovines Serum Albumin
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°C Grad Celsius

cDNA complementary deoxyribonucleic acid
E.coli Escherichia coli

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
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ERCP Endoskopisch-retrograde-Cholangio-Pankreaticographie
FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

FMS Fibromyalgiesyndrom

g Erdbeschleunigungskonstante

g Gramm

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase
y-GT Gamma-Glutamyltransferase

HL-60 Human promyelocytic leukemia cells
Ig Immunglobulin

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

KBR Komplementbindungsreaktion
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10 Einleitung

1. Einleitung: Primare biliare Leberzirrhose

1.1 Definition

Die primare biliare Leberzirrhose (PBC) ist eine langsam progrediente,
chronische Lebererkrankung unklarer Genese, die gehauft bei Frauen mittleren
Alters auftritt. Aufgrund des Nachweises von antimitochondrialen Antikorpern
(AMA) in 95 % der Falle geht man von einer Autoimmunerkankung aus [27, 34,
49].

Die PBC ist im Frihstadium histologisch gekennzeichnet durch eine
Entzindung der kleinen, intrahepatischen Gallengange, die im weiteren Verlauf
zerstort werden. Die dadurch entstandene Storung der Gallensekretion fuhrt zu
einem Ruckstau der Galle in die Leber und somit zu den weiteren
Folgeerkrankungen in Form von fibrotischen Veranderungen und je nach

Verlaufsform bis hin zum Endstadium der Zirrhose mit Leberversagen [27, 29].

1.2 Historisches

Im Jahr 1851 wurden von Addison und Gull PBC-ahnliche Symptome in Form
von lkterus, Vitiligo und Xanthomen beobachtet [1]. In den folgenden Jahren
konnte festgestellt werden, dass es einen Zusammenhang der Cholestase mit
der Leberschadigung gibt, woraufhin Hanot 1876 die Bezeichnung
Lhypertrophische Zirrhose mit chronischem Ikterus® einfuhrte [21]. Dieser Begriff
hielt sich bis 1949, als man ihn aufgrund des vermehrten Auftretens von
xanthomatosen Hautveranderungen durch den Begriff ,xanthomatose biliare
Zirrhose" ersetzte.

Im Jahre 1959 wurde der bis heute gelaufige Name ,primare bilidre Zirrhose*
von Sherlock eingeflhrt, der aber nicht ganz zutreffend ist, da er nur das
Endstadium in Form der Zirrhose erfasst [64]. Jedoch konnte sich der von
Rubin gepragte, eher zutreffende Begriff ,,chronische, nicht-eitrige destruierende

Cholangitis“ nicht allgemein durchsetzen [58].
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1.3 Diagnosekriterien
Die Diagnose einer PBC-Erkrankung basiert auf 3 Saulen [27]:

- Auftreten von AMA im Serum

- Erhéhung der Leberwerte (vor allem der alkalischen Phosphatase) Uber

mehr als 6 Monate

- Typische histologische Veranderungen in der Leber
Die gesicherte Diagnose erfordert, dass alle 3 Kriterien erfullt sind. Bei nur zwei
erflullten Kriterien wird ein starker Verdacht hinsichtlich einer PBC—-Erkrankung
geaullert [27].

1.4 Inzidenz und Pravalenz

Frauen sind in einem Verhaltnis von bis zu 10:1 haufiger betroffen als Manner
[26, 27, 51, 61]. Das mittlere Erkrankungsalter bei Frauen liegt zwischen
50 und 55 Jahren. Erkrankungen vor dem 20. Lebensjahr sind keine bekannt
und bis zum 25. Lebensjahr sehr selten. Nach oben hin kann keine
Altersgrenze festgelegt werden [49].

Genaue Daten Uber die Inzidenz und Pravalenz sind schwierig zu erfassen.
Dies kann durch nach wie vor sehr starke, regionale Unterschiede in der
Diagnostik, vor allem der Fruherkennung der Erkrankung, erklart werden. Im
Laufe der Jahre wurden die Zahlen fir die Inzidenz und Pravalenz der PBC
stetig nach oben korrigiert. So wurden in den Jahren zwischen 1974 und 1986
die Inzidenz mit 0,6-13,7 und die Pravalenz mit 23,1-128 Fallen pro 1 Million
(Mio) Einwohnern im Jahr angegeben [14, 16, 35, 40]. Laut einer Zusammen-
fassung neuester Studien liegt die Inzidenz in Nord-Amerika bei 27 und die
Pravalenz bei 160-402 Fallen pro 1 Mio Einwohner im Jahr. Aufgrund dieser
Ergebnisse schatzt man heutzutage die Inzidenz in der gesamten weil’en Be-
volkerung auf 3 500 und die Pravalenz auf 47 000 Falle im Jahr [35].

Es bleibt unklar, ob diese Zunahme der Inzidenz und Pravalenz ein vermehrtes

Vorkommen der Krankheit widerspiegelt oder ob dies lediglich auf die
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verbesserte Diagnostik zuruckzufuhren ist, wobei Letzteres angenommen wird
[26, 49].

Die regionalen Unterschiede sind aufgrund der oben genannten Problematik
der landerspezifischen Diagnostikmoglichkeiten schwierig zu erfassen.

In der Arbeit von Kaplan und Gerswhin [27] wird eine vermehrte Haufigkeit im
Norden Europas postuliert. Auch Lazaridis [35] und Parikh-Patel [51] erwahnen
in ihren Veroffentlichungen ein Nord-Sud Gefalle, wobei sie darauf hinweisen,
dass die Bedingungen in den bisher durchgefihrten Studien nicht reprasentativ
waren. So muss man das Postulat, dass die PBC in nordlichen Landern
haufiger auftritt, kritisch hinterfragen, denn in genau diesen Landern hat die
PBC-Erkrankung einen sehr hohen Stellenwert und wird sicher auch deswegen
Ofters diagnostiziert. Des Weiteren wurde in den bisherigen Studien kaum auf
die Rahmenbedingungen geachtet, wie z. B. das Rauchen, den Einfluss

hormoneller Empfangnisverhutung, Schwangerschaft, Diat etc.

1.5 Klinischer Verlauf

Heutzutage werden 50-60 % [27, 34] der PBC-Erkrankungen bei Patienten in
einem asymptomatischen Stadium, meist durch einen Zufallsbefund,
diagnostiziert. Dies erklart sich dadurch, dass die PBC-typischen AMA bereits
Jahre vor Eintreten der klinischen Symptomatik nachzuweisen sind [55]. Die
PBC-Erkrankung verlauft individuell sehr verschieden. Man kann die Patienten
dennoch in zwei Gruppen einteilen: Die sogenannte ,High-Risk“-Gruppe, bei
der die Krankheit schneller und vor allem bis zum Endstadium fortschreitet und
eine sogenannte ,Low-Risk“-Gruppe, die durch eine langsame Progression der
PBC gekennzeichnet ist, und bei der der Endzustand Zirrhose nicht oder erst
nach Jahrzehnten erreicht wird [26, 31]. Auf die prognostischen Faktoren, die
eine Zuordnung in die jeweilige Gruppe ermdglichen, wird spater eingegangen.
Die ersten klinischen Zeichen sind Mudigkeit (21 % der Falle) und Pruritus
(19 % der Falle) [27]. Der Pruritus kann lokal oder diffus auftreten, meist ist er

nachts verstarkt. In manchen Fallen kann er durch Externa wie zum Beispiel
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Wolle oder Warme ausgelost werden. Der Pruritus ist das Symptom, das von
den meisten Patienten als das unangenehmste bezeichnet wird [27]. Die
Begleiterscheinung Mudigkeit im Rahmen einer PBC-Erkrankung bleibt nach
wie vor ein Ratsel, zumal man keine Korrelation zwischen der Stérung der
Leber und dem Ausmal’ der Mudigkeit ermitteln konnte.

Inzwischen geht man von einer Storung im zentralen Nervensystem aus.
Newton et al. [48] versuchten in ihrer Arbeit die These zu verifizieren, dass die
Mudigkeit eine Folge einer autonomen Dysfunktion sei, was jedoch nicht
gelang.

Bei Blutuntersuchungen der Leber fallen meist eine massive Erhdhung der
alkalischen Phosphatase sowie eine Erhohung der y-Glutamyl Transferase
(y-GT) auf. Die Ubrigen Parameter wie Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
(GOT), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), Bilirubin, Albumin und Pro-
Thrombinzeit sind bei Diagnosestellung meist im Normbereich und werden erst
in fortgeschrittenen Stadien pathologisch [49].

Auffallig bei der korperlichen Untersuchung von bereits symptomatischen
PBC-Patienten sind Hautveranderungen in Form von Hyperpigmentation,
,opider Navi“ und Xanthelasmen (5-10 %) sowie Hepatosplenomegalie in bis
zu 70 % der Falle [27]. Aufgrund der gestorten Gallensekretion kommt es zu
einer Malabsorption und infolgedessen zu Osteomalazie sowie Osteoporose.
Weitere schwerwiegende Komplikationen wie zum Beispiel Osophagusvarizen,
Aszites, portale Hypertonie, Splenomegalie, lkterus oder die hepatische
Enzephalopathie treten erst in sehr weit fortgeschrittenen Stadien auf und sind
Zeichen daflr, dass die Leberfunktion bereits eingeschrankt ist [27].

Dartber hinaus konnte in weiter fortgeschrittenen Stadien ein erhdhtes Risiko
fur das hepatozellulare Karzinom festgestellt werden [49, 66]. Eine Assoziation
der PBC mit anderen Autoimmunerkrankungen ist haufig, vor allem mit dem
Sjorgen-Syndrom, das in bis zu 50-75 % der Falle auftritt [49, 51]. Aber auch

die progressive systemische Sklerose (CREST-Syndrom), der systemische
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Lupus erythematodes, die Sklerodermie oder die Thyreoiditis werden in bis zu
10 % nachgewiesen [20].
Histologisch kann man den Verlauf der PBC nach Scheuer [60] in vier Stadien

unterteilen:

Stadium 1

Dieses Stadium ist gekennzeichnet durch eine entzundliche Destruktion der
kleinen Gallengange bis zu einem Durchmesser von 100 ym. Durch die
Infiltration von Lymphozyten und wenigen Neutro- und Eosinophilen im Bereich
der portalen Trias kommt es zu einer entzundlichen Aufweitung, wobei das
umliegende hepatische Gewebe jedoch intakt bleibt. Des Weiteren tritt im
Stadium 1 die typische Granulombildung auf, bestehend aus Histiozyten,

Lymphozyten und gelegentlich Riesenzellen.

Stadium 2

Im Stadium 2 breitet sich die Entzindung auf das umliegende Leberparenchym
aus, es kommt zu sogenannten MottenfralRnekrosen. Ein weiteres Charak-
teristikum des zweiten Stadiums ist die Abnahme von noch intakten kleinen

Gallengangen mit einer gleichzeitig auftretenden Proliferation.

Stadium 3
Das Stadium 3 ist durch fibrotische Veranderungen gekennzeichnet. Lympho-

zyten sind portal, periportal sowie im Parenchym nachzuweisen.

Stadium 4
Stadium 4 entspricht dem Endstadium der PBC in Form einer Zirrhose.

Die eindeutige histologische Stadieneinteilung ist im klinischen Alltag nicht
immer moglich, da die Biopsieproben aus unterschiedlichen Leberregionen

unterschiedliche Stadien aufweisen konnen.



Einleitung 15

1.6  Genetische Disposition, Umwelteinflliisse und Risikofaktoren

Die Atiologie der PBC ist nach wie vor unklar. Heutzutage wird allgemein
postuliert, dass sowohl eine genetische Disposition als auch Umwelteinflisse
eine grofe Rolle spielen [32, 49, 52].

Die genetische Disposition konnte mit Hilfe von Zwillings- und Familienstudien
nachgewiesen werden. Die Konkordanz bei eineiigen Zwillingen betrug bis zu
63 % [27, 32, 51], die Konkordanz bei Familienangehorigen ersten Grades bis
zu 6 % [20, 35]. Auffallig hierbei war, dass vor allem bei weiblichen Familien-
mitgliedern eine erhohte Pravalenz von AMA nachzuweisen war: bei
Schwestern bis zu 20,7 %, bei Muttern bis zu 15,1 % und bei Toéchtern bis zu
9,8 % [34, 35].

Der Einfluss der Umwelt wurde in Studien dokumentiert, die nachwiesen, dass
die Haufigkeit der PBC in stadtischen Regionen erhoht ist [54]. Des Weiteren
konnte in zwei Studien eine erhdhte Inzidenz fur die Bevolkerung, die an einem
bestimmten Wasserreservoir [2, 51] beziehungsweise an einer Giftmulldeponie
lebte [2], nachgewiesen werden.

Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer
PBC-Erkrankung haufiger an Harnwegsinfektionen erkranken, haufiger mit
einer Hormontherapie behandelt wurden [20] und dass sie haufiger
Nagellackentferner und Haarspray benutzen. Das Rauchen wird inzwischen
ebenfalls als Risikofaktor betrachtet, auch wenn man sich den genauen
Pathomechanismus bis dato nicht erklaren kann. Als mdgliche Ursache wird
eine Stimulierung der T-Zellen durch den Zigarettenrauch diskutiert [35].
Weitere Einflisse, die statistisch untersucht wurden, wie zum Beispiel
Schwangerschaften, Kontrazeptiva oder vermehrter Alkoholkonsum konnten
bisher nicht eindeutig mit einer erhdhten Inzidenz von PBC in Verbindung

gebracht werden [35].
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1.7  Therapie und Prognose

Aufgrund der bisher geringen Kenntnisse Uber die Atiologie der PBC gibt es
nach wie vor keine kurative Behandlung. Im Endstadium der Zirrhose ist die
Transplantation die einzige Therapieoption.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Gabe von taglich 10-15 mg
Ursodesoxycholsaure (UDCA)/kg Korpergewicht in den Stadien 1 und 2 zu
einer deutlich verzdgerten Progression der Krankheit fuhrt, in fortgeschrittenen
Stadien jedoch kaum einen Benefit hat [6, 13, 49]. UDCA ist eine naturlich
vorkommende, tertiare Gallensaure, die auch bei kleinen, rontgennegativen
Gallensteinen eingesetzt wird. Bezlglich des genauen Wirkmechanismus gibt
es noch Forschungsbedarf. Diesbezlglich werden derzeit mehrere Theorien
vorrangig diskutiert [23, 38, 50]:

Verminderung der Produktion von Gallensauren

Immunmodulatorische Effekte

Veranderung in der Signaltransduktion und des Gallensaurentransportes

Schutz vor oxidativem Stress

In 20 % der Falle schlagt UDCA sehr gut an, und es kommt in den folgenden
4-10 Jahren zu keiner Progression der Erkrankung [27]. Die Therapie mit
UDCA ist die bisher einzig anerkannte Therapie. Neben dieser gibt es weitere
experimentelle Therapie-Mdglichkeiten mit Immunsuppressiva oder ent-
zundungshemmenden Medikamenten, die Ublicherweise bei Erkrankungen
autoimmuner Genese gute Effekte erzielen. Aufgrund eines mangelnden
Benefits konnten sich diese jedoch nicht bei der Behandlung von PBC-Er-
krankungen etablieren [23, 49].

Neben dem Therapieansatz, die Progression zu verzogern, stellt die symp-
tomatische Behandlung einen weiteren, wichtigen Pfeiler in der Behandlung der
PBC dar. Hierzu zahlen gegen Pruritus Cholestyramine oder Colestipol (Anti-

histaminika sind meist unwirksam), gegen das Fortschreiten der Osteoporose
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die Gabe von sublimierendem Calcium (1 000-1500g), Statine, meist
Pravastatin, zur Senkung der Hypercholesterindmie, sowie die Gabe von
fettléslichen Vitaminen zur Verhinderung von Mangelerscheinungen aufgrund
der Malabsorption [49, 65].

Aufgrund des individuellen Verlaufes einer PBC—-Erkrankung ist es schwierig,
eine Prognose zu stellen. Statistisch konnte Lazaridis [35] in seiner Arbeit
ermitteln, dass bei asymptomatischen Patienten innerhalb der nachsten
10 Jahre bis zu 46 % an Mudigkeit und Juckreiz und bis zu 17 % an lkterus
leiden. Nur 20 % bleiben symptomfrei. Symptomatische Patienten dagegen
entwickeln in 10 bis 20 % der Falle verglichen zu aysmptomatischen Patienten
mehr Komplikationen durch portale Hypertension und in 25 % der Falle kommt
es zu einem Leberversagen.

Durch frihzeitige und langfristige Gabe von UDCA in den Stadien 1 und 2
[13, 49] kann die Progression der Erkrankung aufgehalten und somit das Risiko,
an einer PBC zu sterben oder eine Transplantation zu bendtigen, um 31 %

gesenkt werden. [35].

1.8 Die Unterteilung von PBC-Erkrankungen im klinischen Alltag

In jungster Zeit setzte sich im klinischen Alltag eine Unterteilung der PBC-
Erkrankung durch. So wird bei Nachweis von Anti-M2 Antikérpern von einer
AMA positiven/Anti-M2 positiven, typischen PBC-Erkrankung gesprochen. Von
einer atypischen PBC-Erkrankung dagegen spricht man entweder bei
fehlendem Nachweis von Anti-M2 Antikorpern (AMA positiv/Anit-M2 negativ)
oder bei fehlendem Nachweis von AMA-Antikorpern (AMA negativ/ANA positiv).
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1.9 Das Vorkommen von ANA- und AMA-Spezifitaten und ihre

prognostische Bedeutung

Bei den AMA kann man zwischen neun verschiedenen AMA-Untergruppen
unterscheiden, (s. Tabelle 1) wobei nur vier davon (M2, M4, M8 und M9) fir die
PBC von Bedeutung sind [9].

Tabelle 1: Ubersicht der AMA-Spezifititen, ihr Vorkommen und ihre Antigene

AMA- " .
Untereinheit Assoziierte Erkrankung Gerichtet gegen
M1 Infektios, z. B. Syphilis Cardiolipin
a-Ketosaure-
M2 PBC
Deyhdrogenase
M3 Medikamenteninduziert, unbekannt
v. a. bei Venoucuran
M4 PBC Antigen assoziiert mit
Sulfitoxidase
M5 Kollagenerkrankungen, z. B. unbekannt
Lupus erythematodes
M6 Medikamenteninduziert, Monoaminooxidase
v. a. bei Iproniazid
M7 Infektios, z. B. Myokarditis FAD-Anteil von
Flavoenzymen
M8 PBC Aulere
Mitochondrienmembran
M9 PBC Glycogen-Phosphorylase

Die fur die PBC wichtigste und am haufigsten auftretende Untergruppe der AMA

sind die Anti-M2 Antikorper, die sich gegen den in der inneren Mitochondrien-

membran gelegenen a-Ketosauredehydrogenase-Komplex richten. Das M2-
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Antigen gliedert sich wiederum in funf Untereinheiten auf (M2-a- MZ2-e)
(Tabelle 2):

Tabelle 2: Uberblick iiber die M2-Determinanten und ihre korrespondierenden Enzyme

M2- Molekular-
Gerichtet gegen
Determinante gewicht

E2-Untereinheit des Pyruvatdehydrogenase-

M2-a 70 kD

Komplexes

M2-b Protein-E3-bindendes Protein des 56 kD

Pyruvatdehydrogenase-Komplexes

M2-c E2-Untereinheit des 51 kD

a-Ketoglutaratdehydrogenase-Komplexes

M2-d E1 a-Untereinheit des 45 kD

Pyruvatdehydrogenase-Komplexes

E1 B-Untereinheit des

Pyruvatdehydrogenase-Komplexes

M2-e 36 kD

Von Bedeutung ist vor allem die M2-a Determinante, d.h. die E2-Untereinheit
des Pyruvatdehyrogenase-Komplexes mit dem ca. 80 % der Seren von AMA
positiven PBC-Erkrankten reagieren [15], sowie die M2-c Determinante, die
von weiteren ca. 10 % der AMA positiven PBC-Seren erkannt wird und sich
gegen die a-Ketoglutaratdehydrogenase richtet [25].

In Assoziation mit Anti-M2-Antikorpern konnen auch Anti-M4- und Anti-M8-
Antikorper auftreten, vor allem bei Patienten mit aktiveren Verlaufsformen. Anti-
M4 richtet sich gegen Trypsin-insensitive und Anti-M8 gegen Trypsin-sensitive
Antigene. Beide kénnen nur im Immunofluoreszenztest oder im ELISA aber
nicht im WesternBlot nachgewiesen werden [29].

Anti-M9-Antikorper konnen unabhangig von Anti-M2-Antikorpern auftreten und

reagieren mit einem Antigen der Glykogen-Phosphorylase. Jedoch treten sie
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auch bei anderen chronisch entzundlichen Erkrankungen auf und sind nicht fur
die PBC spezifisch.

Hinsichtlich der prognostischen Bedeutung der AMA-Untergruppen kann man
vier verschiedene AMA-Profile erstellen (s. Tabelle 3). Dabei kann gezeigt
werden, dass die Profile C (54 %) und D (96 %) in einem Zeitraum von
6-8 Jahren eine deutliche Progression zu Spatstadien aufweisen, wahrend alle
Patienten mit dem Profil A und 96 % der Patienten mit dem Profil B in den
Krankheitsstadien 1 und 2 bleiben [9, 30, 31].

Tabelle 3: Die vier verschiedenen AMA-Profile und die zugehoérige Antikorper-
konstellation

AMA-

Profil Antikorperkonstellation

A Nur Anti-M9 positiv im ELISA

Anti-M9 und/oder Anti-M2 positiv im ELISA

B
C Anti-M4, -M4 und/oder -M8 positiv im ELISA (mit oder ohne Anti-M9)
D

Anti-M2, -M4 und/oder -M8 positiv in ELISA und KBR (mit oder ohne
Anti-M9)

Neben den AMA kdnnen bei bis zu 50 % der Patienten antinukleare Antikorper
(ANA) nachgewiesen werden. Diese reagieren entweder mit einem Fragment
des gp-21 Glycoproteins der Kernmembran oder mit Sp 100 (Antikérper gegen
.Nuclear Dots"). Sie kommen auch bei AMA negativen PBC-Patienten vor und

sind mit einer aktiveren Verlaufsform assoziiert [7, 24, 26, 32, 45].

1.10 Die Rolle von AMA in der Atiologie und Pathogenese der PBC

Bei der Atiologie der PBC-Erkrankung geht man davon aus, dass die AMA-
Antikorper eine entscheidende Rolle spielen.

AMA treten in 95 % der Falle auf und sind ein nahezu pathognomonisches
Kriterium fur die serologische Diagnose [37]. Das frihzeitige Auftreten von AMA

in einem asymptomatischen Stadium lie® den Verdacht auf eine autoimmune
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Genese entstehen. Hinsichtlich der Pathogenitat der AMA gibt es jedoch zwei
Ungereimtheiten: Wie kommt es, dass nach Lebertransplantation in nahezu
100 % erneut AMA auftreten, eine erneute PBC-Erkrankung jedoch nur in
10-30 % der Falle? [22, 38, 47, 61, 69]? Und wie kann man das Auftreten einer
PBC-Erkrankung in 5 % der Falle erklaren, in denen keine AMA nachzuweisen
sind?

Eine weitere Frage ist, wodurch die AMA, die sich gegen den a-Ketosaure-
dehydrogenase-Komplex richten, induziert werden. Man nimmt an, dass es sich
um eine Kreuzreaktion (Molecular Mimicry) [49, 56, 68] handeln muss (s. oben).
Hierflr sind u.a. Bakterien, Viren, Chemikalien und Noxen [10, 56] im
Gesprach. Durch eine strukturelle Ahnlichkeit der Pyruvatdehydrogenase und
der fremden Struktur (wie z. B. die Zellwand des Bakteriums, Viren oder
Xenobiotika) wird die Produktion von B- und T-Zellen stimuliert. Diese B- und T-
Zellen richten sich dann gegen die Struktur der Gallengange und zerstoren
diese. FUr Letzteres spricht das erhdhte Vorkommen von T-Zellen (CD4 und
CD8), B-Zellen, natlrlichen Killerzellen sowie von Adhasionsmolekilen in den
Gallengangen [26, 32, 49].

1.11 Die fur die Induktion von AMA in Frage kommenden Strukturen;
Xenobiotika, Bakterien, Viren

Neben dem Bakterium E.coli, das aufgrund der erhdhten Inzidenz von
Harnwegsinfektionen bei PBC-Erkrankten in Betracht gezogen wird, ist vor
allem Novosphingobium aromaticivorans im Gesprach, bei der Atiologie einer
PBC eine Rolle zu spielen [28, 55, 62]. Bei diesem Bakterium handelt es sich
um ein gramnegatives, strikt aerobisches Bakterium, das die bisher grofRte
Ahnlichkeit zu dem Haupttarget des AMA, der Pyruvatdehydrogenase PDC-E2
hat. Neben dieser Ahnlichkeit geht man dariiber hinaus davon aus, dass das
Bakterium Xenobiotika produzieren kann, die eine sehr groRe Ahnlichkeit zur
der Lipoylgruppe haben, welche der Teil der Pyruvatdehydrogenase PDC-E2

ist, die die eigentliche chemische Bindung mit den AMA-Antikorpern eingeht
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[28]. Aufgrund dieser beiden Fahigkeiten ist das Bakterium N. aromaticivorans
haufig diskutiert und untersucht worden. So konnte in der Arbeit von Selmi et al.
[62] im ELISA eine Antigen-Antikérper Reaktion zwischen Seren von sowohl
AMA positiven als auch AMA negativen PBC-Erkrankten mit dem Bakterium
N. aromaticivorans nachgewiesen werden, wahrend keiner der 100 gesunden
Probanden diese aufwies. Aullerdem entsprach der im ELISA gemessene Titer
gegen N. aromaticivorans dem Titer von AMA-M2.

Neben diesem Bakterium wird immer haufiger die Bedeutung von Xenobiotika
diskutiert. So wurde in drei Studien die Lipoylgruppe der Pyruvatdehydrogenase
mit verschiedenen Xenobiotika ersetzt. Dabei zeigte sich in der Arbeit von
Amano et al., dass von den 107 getesteten Xenobiotika 33 eine signifikant
hdhere IgG-Reaktivitat mit Seren von PBC-Patienten aufwiesen als die native,
unveranderte Lipoyl-Saure der Pyruvatdehydrogenase [5]. Bei einem der
getesteten Xenobiotika, der 2-Octynoic-Saure, fiel dariber hinaus auf, dass es
mit denselben Seren und mit derselben Reaktivitat reagierte wie die native,
unveranderte Lipoylgruppe. In der Arbeit von Long et al. konnten ahnliche
Ergebnisse gefunden werden [41]. In seiner Arbeit wurden 18 Xenobiotika
getestet, wovon drei ebenfalls deutlich starker mit Seren von Patienten mit einer
PBC-Erkrankung reagierten.

In dem dritten Versuch von Leung et al. [36] stellte man bei dem Xenobiotikum
6-Bromhexoanate fest, dass dies starker mit Seren von PBC-Patienten
reagierte als die native Lipoylgruppe.

Daraufhin wurden Meerschweinchen mit Bromhexoanate immunisiert. Diese
Meerschweinchen entwickelten antimitochondriale Antikdrper und erkrankten
nach circa 18 Monaten an einer autoimmunen Cholangitis. Dies kdnnte die
Theorie bestarken, dass Xenobiotika die Bildung von Antikorpern induzieren
und so entscheidend bei der Atiologie der PBC mitwirken kénnen. Ein weiteres
Argument, was flr diese Theorie spricht, ist die unterschiedliche Haufung der
PBC-Erkrankungen je nach Wohnort (wie z. B. das oben erwahnte haufigere

Auftreten an einem Wasserreservoir) oder den verschiedenen Lebensge-
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wohnheiten. So ist die oben erwahnte 2-Octynoic-Saure eine sowohl in der
Kosmetik, zum Beispiel in Lippenstift oder Parfum, als auch als Geschmacks-
stoff haufig genutzte Substanz, was das gehaufte Auftreten von PBC-
Erkrankungen bei haufigem Gebrauch dieser Artikel erklaren kénnte [5]. Aber
auch viele der anderen getesteten Xenobiotika finden sich haufig im alltaglichen

Leben bzw. in alltaglich genutzten Gegenstanden und Mitteln wieder.

1.12 Weitere Erkenntnisse liber die Atiologie und Pathogenese der PBC
Trotz erheblicher Forschung bleibt die Atiologie der PBC-Erkrankung unklar.
Wie oben bereits erwahnt, geht man davon aus, dass es sich um eine
Autoimmunerkrankung handelt, bei der die intrahepatischen, biliaren
Gallengange nicht mehr als korpereigen betrachtet werden und von T-und B-
Zellen angegriffen werden (,loss of tolerance®) [55]. Dies kdnnte durch eine
Kreuzreaktion ermoglicht werden. Die im Rahmen eines normalen
Abwehrmechanismus gebildeten B- und T-Zellen greifen aufgrund einer
Strukturahnlichkeit ihres Antigens mit kdrpereigenem Gewebe Letzteres an und
verursachen im Falle der PBC eine Entziindung mit anschlieRender Zerstérung
der Gallengange. Warum sich dies bei der PBC nur gegen das Gewebe in den
hepatischen Gallengangen richtet, ist ein Ratsel, da die bisher angenommenen,
fur ,Molecular Mimicry“ in Frage kommenden Strukturen in den Mitochondrien
und somit Uberall im Korper vorkommen.

Neben der oben genannten Theorie entwickeln sich neue Ideen hinsichtlich der
Atiologie der PBC. So wird dem Vorgang der Apoptose mehr und mehr
Aufmerksamkeit gewidmet, da nachgewiesen werden konnte, dass das Protein
bcl-2, das Zellen vor Apoptose schutzt, erniedrigt ist [19, 25, 46]. Wie und
wodurch die Apoptose erfolgt, ist jedoch noch nicht geklart. In der Arbeit von
Kouromalis et al. [32] und Leung et al. [37] wurde die Rolle von oxidativem
Stress in der Bildung von AMA bzw. der Pathogenese von PBC untersucht. Sie
zeigten, dass Vitamin E, Retinol, a-Tocopherol, Lutein, Zeaxanthin und andere

als anti-Oxidantien bekannte Substanzen bei PBC-Patienten erniedrigt sind.
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Des Weiteren konnte in in-vitro Studien gezeigt werden, dass das bei PBC
verabreichte Medikament UDCA eine schitzende Wirkung vor oxidativem
Stress hat [42, 50].

Trotz der zahlreichen molekularbiologischen Untersuchungen ist aber auch
immer noch nicht geklart, ob die Anti-M2 Antikorper eine Rolle in der
Pathogenese der PBC spielen. Gegen eine solche pathogenetische Rolle
dieser Antikorper spricht, dass die PBC auch bei Anti-M2 negativen Patienten
vorkommt, dass Anti-M2 Antikdrper nachweisbar sein kénnen, ohne dass
klinisch/laborchemisch eine PBC vorliegt, oder dass es zahlreiche Antikoérper
gegen andere Strukturen gibt, wie z.B. gegen nukleare Proteine. Es ist daher
nicht unwahrscheinlich, dass die Anti-M2 Antikorper zwar ein hervorragendes
Kriterium sind, aber uns hinsichtlich der Atiopathogenese der PBC nicht
weiterbringen, sondern dass hier andere Faktoren/Autoantigene eine Rolle
spielen.

Interessant war daher die Beobachtung, dass es PBC-Patienten gibt, deren
Seren zwar im Immunfluoreszenztest eine typische mitochondriale Fluoreszenz
zeigen, die aber Anti-M2 negativ sind. Daraus ergab sich die Schlussfolgerung,
dass es weitere bisher nicht identifizierte AMA gibt. Dies konnte kurzlich Manon
Feuchtinger in ihrer Doktorarbeit belegen [15], in der sie zeigte, dass Seren
dieser Patienten im WesternBlot unter Verwendung einer bestimmten
mitochondrialen Antigenfraktion zwei Antigendeterminanten bei 80 und 60 kD
erkannten. In der 60kD Bande konnten als in Frage kommende Antigene
Untereinheiten der F1-ATPase und das Core | Protein der Cytochrom C-
Reduktase identifiziert werden. Die Cytochrom C-Reduktase bildet den
Komplex Il der Atmungskette. Sie gehdrt zu den Oxidoreduktasen, ist ein
Transmembranprotein und besteht aus elf Untereinheiten, darunter zwei
Kernproteinen (Core I, ). Sie katalysiert den Elektronentransport von

reduziertem Ubichinon oder Coenzym-Q zu Cytochrom C.
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1.13 Ziel der Arbeit
Aus den Beobachtungen von Manon Feuchtinger [15] ergaben sich
verschiedene Fragestellungen, die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegen:
1. Verifizierung der 60- und 80 kD-Proteine als PBC-spezifische Antigene
2. |dentifizierung von Proteinen/Antigenen in der 80 kD-Bande
3. Analysen hinsichtlich der Bedeutung von Proteinen in der 60 kD-Bande
(Core | Protein der Cytochrom C Reduktase und F1-ATPase) als
Autoantigene bei der PBC; die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf
das Core | Protein, die F1-ATPase wurde in einer parallel durchgeflihrten
Arbeit analysiert [53].
Die Identifizierung neuer Antigen-Antikdrper Systeme bei der PBC ware ein
grol3er Fortschritt flr die Diagnostik, vor allem bei solchen Patienten, die Anti-
M2 negativ sind. Des Weiteren konnten neue Antigen-Antikérper Systeme

weiteren Aufschluss hinsichtlich der Atiologie einer PBC-Erkrankung erbringen.
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2. Material und Methoden

21 Materialien
2.1.1 Material
- Beckman ultra-cear ™ Centrifuge Tubes (Beckmann, PaloAlto, CA, USA)
- Blue Max ™, 50 ml Polypropylene Conical Tube (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA)
- Chromatography Paper, 3 mm Chr (Whatman®, Maidstone, England)
- Cuvettes (Coulter GmbH, Krefeld)
- Deepwellplatten, Polystyrol 1,2 mm (Wicker GmbH, Kirchheim-Teck)
- epT.l.S.Standard 50-1000 ul (Eppendorf AG, Hamburg)

- Hybond ™

-c-super; supported pure nitrocellulose membrane
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, Bucks, UK)

- Impfésen Platin/Iridium (neoLab GmbH, Heidelberg)

- Microcentrifuge Tubes (Greiner BioOneGmbH, Frickenhausen)

- Ni-NTA Spin Columns (Qiagen GmbH, Hilden)

- Nunc ™Immunoplate (Nunc ™ Brand Products, Roskilde, Ddnemark)

- Pasteurpipetten Plastibrand® (Brand GmbH, Wertheim)

- Petrischale 8,5 cm (Greiner BioOneGmbH, Frickenhausen)

- Pipettenspitze Mediware® (Servoprax GmbH, Wesel)

- Rohrchen (Greiner BioOne GmbH, Frickenhausen)

- Sample Bag (Wallac, Helsinki, Finnland)

- Stripette® Corning 5 ml, 25 ml, 50 ml (Costar NY, USA)
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2.1.2 Substanzen

- AEC-(3-Amino-9-Ethylcarbazole-)Tablets (SIGMA-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim)

- Agar (APPLIChem GmbH, Darmstadt)

- Amido Black staining solution (SIGMA®-Aldrich GmbH, Steinheim)

- Ammonium persulfate, analytical grade (SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg)

- Ampicillin-Natriumsalz (Carl-Roth GmbH, Karlsruhe)

- Bio-Beads SM-2 Adsorbent (BIORAD Labarotories, Hercules,
Californien)

- BioQuant® Protein (MERCK, Darmstadt)

- Bovines Serum Albumin (PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich)

- Bromphenolblau (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

- Citronensaure-Monohydrat (ROTH, Karlsruhe)

- Coomassie® Brilliant Blue G-250 pure (SERVA Biochemics GmbH,
Heidelberg)

- Dimethylformamide C3H;NO (SERVA-Electrophoresis GmbH,
Heidelberg)

- Di-Natriumhydrogenphosphat (MERCK, Darmstadt)

- Essigsaure 100 % (MERCK, Darmstadt)

- Glycin (Carl ROTH GmbH, Karlsruhe)

- Glycerin Rotipuran® (Carlo Roth GmbH, Karlsruhe)
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Urea, 8 M (Merck, Darmstadt)

Hefeextrakt (APPLIChem GmbH, Darmstadt)

IPTG (Isopropyl 3-D-Thiogalactopyranoside) (Applichem, Darmstadt)
Kaliumdihydrogenphosphat (MERCK, Darmstadt)
Kanamycinsulfat (Applichem GmbH, Darmstadt)
2-Mercaptoethanol 99 % p.A. (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Methanol, reinst (MERCK, Darmstadt)

NaCl (APPLIChem GmbH, Darmstadt)

Natriumacetat-Trihydrat, reinst (APPLIChem GmbH, Darmstadt)
Natriumchlorid (MERCK, Darmstadt)

Natriumhydrogencarbonat (MERCK, Darmstadt)

Nickel Ill-Sulfate Hexahydrate (SIGMA®-Aldrich GmbH, Steinheim)
Rotiphorese® Gel 40 (Carl ROTH GmbH, Karlsruhe)

Saccharose, Mikrobiologie (MERCK, Darmstadt)

Salzsaure 32 % (MERCK, Darmstadt)

Schwefelsaure 25 % (MERCK, Darmstadt)

Sodium dodecyl sulfate (SDS) (FLUKA BioChemika, Buchs, Schweiz)
Temed (N, N, N, N-Tetramethylethylendiamide) reinst (SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg)

TRIZMA® Base, (Tris [hydroxymethylJaminomethane), minimum
(SIGMA®-Aldrich GmbH, Steinheim)

Tri-Natriumcitrat-Dihydrate (MERCK, Darmstadt)

Tris-Cl (10 nM)
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213

Triton® X-100 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
Tryptone (APPLIChem GmbH, Darmstadt)
Tween® 20 (MERCK-Schuchardt, Hohenbrunn)

Wasserstoffperoxid 30 % (Merck, Darmstadt)

a-Phenylenediaminedihydrochloride (SIGMA®-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim)

Gerate

12-Kanal Pipette (Biohit Proline 25-250 ul)

8-Kanal Pippette, Eppendorf Research® Pro 50-1200 pl (Eppendorf
GmbH, Wesseling-Berzdorf)

Biofuge 15 (Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, Harz)

Branson Sonifier 250 (G. Heinemann, Schwabisch Gmund)
Brutschrank (Heraeus Instruments, Hanau)

Dampfsterilisator (Varioklav®, H + P Labortechnik Miinchen)
Diluter, Microlab 500 Series (Hamilton, Reno, Nevada, USA)
Electro-Eluter Model 422 (BioRad Labarotories GmbH, Minchen)
Electrophoresis, Power Supply EPS 500/400 (Pharmacia)
Eletrophoresis Gibco BRL-ST 504 500 V / 400 mA

ELISA Reader SLT Rainbow (SLT Lablnstruments, Osterreich);
Software: Magellan (Tecan® Trading AG, Switzerland)

Eppendorf Reference 1-10 ul, 10-100 ul, 100 ul-1000 pl) (Eppendorf,

Hamburg)
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Heat Sealer, LKB Wallac 1295-012 (Turku, Finnland)

Hewlett Packard Laser Jet 1100

HP Scanjet 3800

Kopierer, Sharp AR-M155

Light Box, LKB Wallac 1295-013 (Turku, Finnland)

Mini Protean®MuIti-Casting Chamber (Bio-Rad, Herkules, CA, USA)
Mini Trans-Blot® Cell (BioRad, Herkules, CA, USA)
Papierschneidegerat, EBA 1034

pH-Meter (Wissenschaftlich-technische Werkstatten)

Pipetboy (Integra Biosciences, Baar, CH)

Ruttler fur Eppendorfcups Bachofer, Winn, Laboratoriumsgerate
Reutlingen

Schuttler (Infors AG, Bottmingen, Schweiz)

Schuttler SM 25 (Edmund Buhler Laborgeratebau, Tubingen)
Siemens Laptop, Amilo

Sorvall-Centrifuge RC-5, Superspeed Refrigerated Centrifuge (Du Pont
Instruments)

Spectrophotometer Ultraspec 3 (Pharmacia LKB, Freiburg)

Sterile Werkbank, Hera Safe (Heraeus Instruments, Hanau)
Ultraschallgerat B-12 und B-250 (Branson, Danbury, Conn., USA)
Ultrazentrifuge TGA-50 (Kontron® Instruments)

Waage Mettler H 20 T, 0,01-160 g (Mettler-Waagen GmbH, Giel3en)

Waage Sartorius, 5 g-820 g (AG Goéttingen)
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21.4

Waage Sauter K 1200 (Sauter, Albstadt-Ebingen)

Wasserbad (Kottermann, Uetze/Hangisen)

Puffer

Amido Black Anfarbung (0,1 % Amido Black, 25 % Isopropanol, 10 %
Essigsaure)

Ammonium Bicarbonat 50 mM mit 0,1 % SDS

Bicarbonat-Puffer 0,2 M, pH 9,6 (64 mM Na,CO3;, 136mM NaHCO3)
BSA-Puffer (PBS-Puffer + 3 % BSA [Rinderalbumin])

Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5,0 (80 mM tri-Natriumcitrat, 30 mM
Citronensaure)

Coomassie Blue Entfarber Mittel (10 % Eisessig, 25 % MetOH)
Coomassie Blue Farbemittel (10 % Eisessig, 25 % MetOH, 0,05 %
Coomassie Brilliant Blue R-250)

Elektrodenpuffer nach Laemmli, pH 8,3 (25 mM Tris, 192 mm Glycin,
0,1 % SDS)

ELISA - Substrat (Citratpuffer, pH 5,0 + 0,5 mg/ml Phenylendiamine +
0,03 % Wasserstoffperoxid)

ELISA- Serumverdinnungspuffer (PBS-Puffer + 0,08 % Triton X 100 +
0,004 mg/ml)

ELISA Waschpuffer 1 (PBS-Puffer + 0,5 % BSA)
ELISA Waschpuffer 2 (PBS-Puffer + 0,25 % BSA+ 0,2 % Triton X 100)

LB Medium (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl)
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- LB Agar (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 15 g/l Agar)

- Mercaptoethanol-Puffer (80 mM Tris (HCI 6,7), 4 % SDS, 10 %
Mercaptoethanol, 2 % Glyecerol, 0,004 % Bromphenolblau)

- PBS-Puffer, 60 mM, pH 7,4

- PBS-Puffer, pH 7,4 (10 mM KH,PO4, 150 mM NaCl, 63 mM NayHPO,)

- Probenverdinnungspuffer (PBS + 3 % BSA)

- Puffer B (100 mM NaH;PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M Urea, pH 8,0)

- Puffer C (100 mM NaH,PO4 10 mM Tris-Cl, 8 M Urea, pH 6,3)

- Puffer E (100 mM NaH;PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M Urea pH 4,5)

- SDS (10 %)

- Substratldésung (0,42 mg/ml AEC, 5,3 % Dimethylformamid, 0,005 %
Wasserstoffperoxid)

- Transferpuffer, pH 8,3 (48 mM Tris, 39 mM Glycin, 1,3 mM SDS, 20 %
Methanol)

- Tris, 1 M, pH 6,8 (HCI)

- Tris, 3 M, pH 8,9 (HCI)

- Waschpuffer (PBS- Puffer, 0,05 % BSA, 0,05 % Tween

2.1.5 Antikorper
- Polyclonal Rabbit Anti-Human IgM / HRP (DakoCytomation, Glostrup,
Denmark)
- Polyclonal Rabbit Anti-Human IgG / HRP (DakoCytomation, Glostrup,

Denmark)
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2.1.6

2.1.6.1

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins / HRP (DakoCytomation,
Glostrup, Denmark)

Peroxidase conjugated Affini Pure Goat Anti Human IgG, Fc5 p
fragmented specific (Jackson Immuno Research Laboratories, INC,.
West Grove, PA, USA)

Peroxidase conjugated Affini Pure Goat Anti Human IgG Fcy Fragment
specific (Jackson, Immuno Research Laboratories INC,. West Grove, PA,
USA)

Peroxidase conjugated Affini Pure Goat Anti Human IgM, Fc5 u
fragmented specific (Jackson, Immuno Research Laboratories INC, West

Grove, PA, USA)

Antigene
Kauflich erworbene, rekombinant gewonnene Antigene
(Expressionssystem: Weizenkeime)
UQCRC1 (Ubiquinol-Cytochrome C-Reduktase Core Protein 1),
ABNOVA® Corporation, Taiwan
UCRC (Ubiquinol-Cytochrome C-Reduktase complex 7.2 kD) ABNOVA®
Corporation, Taiwan
UQCRH (Ubiquinol-Cytochrome C-Reduktase hinge protein) ABNOVA®
Corporation, Taiwan
UQCRFS1 (Ubiquinol-Cytochrome C-Reduktase, Rieske iron-sulfur

polypeptide 1) ABNOVA® Corporation, Taiwan
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2.1.6.2 Kauflich erworbene Antigen-Fraktion
- Cytochrom C-Reduktase (SIGMA®-Aldrich GmbH, Steinheim), aus

Schweineherz gewonnen
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2.2 Methoden

2.2.1 ELISA

2211 Vorbereitungen

- Antigene

Die Antigene werden mit Bicarbonat-Puffer so verdinnt, dass eine Soll-
Konzentration von 10 ug/ml erreicht wird. Diese Konzentration konnte sich im
Routine-Labor fur den AMA-Antikorper-Nachweis, insbesondere fur M2 sowie

fur submitochondriale Partikel, etablieren.

- Serumverdiunnung
Die Serumverdunnung erfolgt in zwei Schritten. In Eppendorfcups wird das
Serum im Verhaltnis 1:50 mit Serumverdinnungspuffer verdinnt. In Deepwell-

Platten erfolgt die Weiterverdiinnung zu einer Endverdiinnung von 1:500.

- Antikorper

Die Antikdrper-Verdinnungen werden gemaf der Empfehlung des Herstellers
(Jackson, Immuno Research Laboratories INC, West Grove, PA, USA)
hergestellt. Anti-Human 1gG Antikdrper werden 1:3000, Anti-Human IgM-
Antikorper 1:2000 verdunnt.

2.21.2 Beschreibung des Waschvorganges
Die Nunc-Platten werden jeweils viermal in Waschpuffer 1 bzw. 2 gewaschen

und nach anschlief3ender circa 15-minutiger Inkubation gut ausgeklopft.
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2213 Durchfiihrung

Nunc-Platten werden mit 100 pl/,well* der oben beschriebenen Antigen-
verdiunnung fur einen Zeitraum von 14-20h bei + 4 °C inkubiert. Durch
anschlieRendes Waschen mit dem Waschpuffer 1 (s. Abs. 2.1.4) werden die
noch freien Bindungsstellen abgedeckt. Je ,well* werden nun 100 pyl Serum-
verdinnung (wie oben beschrieben) pipettiert und anschlielfend bei Raum-
temperatur 90 Minuten inkubiert.

Nun koénnen pro ,well* 100 pl Peroxidase konjugierte Antikorper (s. oben)
pipettiert und fur 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert werden. Nach
erneutem Waschvorgang werden die eingegangenen Antigen-Antikorper Ver-
bindungen mittels 150 ul Substratldsung pro Loch sichtbar gemacht. Nach circa
10-15 Minuten wird die Reaktion mittels 50 yl einer 25 %-igen Schwefelsaure

gestoppt und im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 450 nm ausgewertet.

2.2.2 WesternBlot

22.21 Herstellen von SDS-Gelen fur WesternBlot

Fir die Elektrophorese werden ein 3,7 %iges Sammelgel und ein 10 %iges
Trenngel nach der Methode von Laemmli hergestellt [33]. Nach Aus-
polymerisation der Gele werden in die jeweiligen Geltaschen bis zu 60 pl
Antigen pipettiert (im Verhaltnis 1:1 mit Mercaptoethanolpuffer verdunnt und
4 Minuten auf 100 °C erhitzt, um die Proteine zu denaturieren).

AnschlieRend werden die Antigene unter Anlegen einer Spannung von bis zu
200 V aufgetrennt.

Die Gele werden entweder mit CoomassieBlue oder Nickel angefarbt, oder fur
den Transfer auf Nitrocellulosefolien weiterverwendet.

Letzterer wurde nach der sogenannten Sandwichmethode von Towbin durch-
gefuhrt [67]. Hierfur legt man das Nitrocellulose-Papier mdglichst luftblasenfrei
auf das Gel und umgibt dieses beidseits mit drei in Transferpuffer getrankten

Filterpapieren sowie je einem ebenfalls in Transferpuffer getrankten Schwamm.
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Der Transfer findet innerhalb 60 Minuten in den dafur vorgesehenen Kammern
unter Kuhlung, standigem RUhren sowie dem Anlegen einer Spannung von
100 V statt. Das Antigen enthaltende Nitrozellulose-Papier wird fir mindestens

drei Stunden bei Raumtemperatur in BSA-Puffer eingelegt.

22.2.2 Anfarben der Sheets

Die Sheets werden mit Serum in einer Verdinnung von 1:50 (mit Probenver-
dinnungspuffer) unter standigem Schwenken flr 45 min inkubiert. Nach an-
schliellendem dreimaligem Waschen mit Waschpuffer und jeweiliger 10-minuti-
ger Inkubation wird der mit Peroxidase konjugierte Anti-Human-Anikorper
(200 ml Waschpuffer + 1 ml Anti-Human IgG + 1 ml Anti-Human IgM) dazuge-
geben und erneut 30 Minuten auf dem Rdttler inkubiert. Nach erneutem Wa-
schen kann die Substratldsung wie oben beschrieben beigefligt werden. Nach
dem Erscheinen von Banden kann die Reaktion mittels 7 %iger Essiglosung
gestoppt werden. Die Sheets werden an der Luft getrocknet und anschliel3end

ausgewertet.

2.2.3 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgt nach Bradford [11]. Hierfur wurden 2,5 ml
Bioquant-Reagenzlésung mit 0,05 ml Probe in eine Plexiglasklvette gegeben
und die Extinktion bei einer Wellenlange von 595 nm gegen einen Leerwert
(2,5 ml Bioguant + 0,05 ml destilliertes Wasser) gemessen. Die zur Auswertung
notige Kalibrationskurve wurde freundlicherweise von den Kollegen des

Routinelabors angefertigt und erfolgte mittels einer BSA-Verdinnungsreihe.

2.2.4 Antigengewinnung

In dieser Arbeit wurden zwei Antigenfraktionen, die die Cytochrom C-Reduktase
enthalten, hergestellt. Zum einen gelang dies durch Sucrose-Dichtegradienten
und zum anderen wurde das Antigen rekombinant in E.coli Bakterien ge-

wonnen.
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2241 Herstellung einer Cytochrom C-Reduktase enthaltenden
Fraktion durch Dichtegradientenzentrifugation

Fir die Gewinnung einer Cytochrom C-Reduktase enthaltenden Antigenfraktion
uber Dichtegradientenzentrifugation wurde als Ausgangslésung ein 100 000 g
Uberstand aus Rinderherzmitochondrien verwendet. Dieser Uberstand wurde
von Kollegen aus dem Labor streng nach Protokoll hergestellt und mir
freundlicherweise fur diese Arbeit zur Verfligung gestellt.

Zur weiteren Aufreinigung mittels Dichtegradientenzentrifugation wurden zehn
Saccharose-Losungen unterschiedlicher Konzentration hergestellt (s. Tab. 4).
Davon wurde je 1 mlin ein auf Eis gebettetes Reagenzglas pipettiert. Man fangt
mit der hochsten Saccharose-Konzentration an und nachdem die letzte, somit
10 %ige Losung, an oberster Stelle im Reagenzglas pipettiert wurde, gibt man
auf die Saccharosegradienten 2 ml Antigenldsung. AnschlieBend erfolgt die
Zentrifugation fur 24 h in der Ultrazentrifuge bei +4 °C und 100 000 g. Die
Antigene reichern sich je nach spezifischem Gewicht in den verschiedenen
Saccharosekonzentrationen an. Nach Abpipettieren der entsprechenden Frak-
tion (s. Tab. 4) wird das Antigen entweder direkt in Versuchen weiterverarbeitet

oder bei -20 °C gelagert.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Saccharose-Gradienten. Die kursiv geschriebenen und fett
markierten Zahlen sind die in dieser Arbeit verwendeten Fraktionen.

Spezifisches Gewicht Gramm pro Liter Anteil der Saccharose
1, 0341 103,8 10 %
1,0810 216,2 20 %
1,0990 263,8 24 %
1,1222 3254 29 %
1,1415 376,7 33 %
1,1612 429,7 37 %
1,1816 484,5 41 %
1,2025 5411 45 %
1,2406 645,1 52 %
1,2806 755,6 59 %
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2242 Rekombinante Herstellung des Core | Proteins der
Cytochrom C-Reduktase durch Klonierung

Die rekombinante Herstellung des Core | Proteins der Cytochrom C-Reduktase
wurde von Frau Dr. rer. nat. Preuss im Rahmen ihrer Doktorarbeit [53] etabliert
und wird im Folgenden nur kurz dargestellt. Die Klonierung des Core | Proteins
erfolgt in mehreren Schritten. Plasmid wird aus Bakterien entnommen und auf
geeignete Restriktionsstellen geprift. Im nachsten Schritt wird nach der
Methode von Chomoczynski und Sacchi [12] RNA aus Changzellen bzw. HL60-
Zellen extrahiert und diese mittels der Reversen Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Mittels PCR nach der Methode von Saiki et al. [59] wird die
entsprechende cDNA Sequenz repliziert. Folgende Core | spezifische Primer

werden hierfur verwendet:

Vorwarts:
5-TTAAGGATACCTGTAAGAAAGG-3’

Ruckwarts:
5-GAAGCGCAGCCAGAACATGCC-3

Als DNA- Polymerasen wurden verwendet:
- proofreading-Polymerase PfuUltraTM high fidelity DNA Polymerase
-  SAWADAY Pwo-DNA-Polymerase
- Tag- DNA Polymerase

Die entsprechende Annealing-Temperatur wird jeweils experimentell ermittelt.

Das entstandene PCR-Produkt wird aufgereinigt. Um nun eine Ligation des
PCR-Produktes mit dem hier verwendeten Vektor pQE-30 UA zu ermoglichen,
muss an das PCR Produkt ein 3’-Adenosin Uberhang angefiigt werden, welcher

mit dem U-Uberhang am 3’-Ende des Vektors ligieren kann. Die anschlieRende
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Transformation in den E.coli Stamm M15 wurde durch DNA-Sequenzierung der

entsprechenden Plasmide verifiziert.

Um das rekombinante Protein zu gewinnen, wurden die Bakterien auf
Agarplatten ausgestrichen, gezichtet und nach Zell-Aufschluf® das Protein mit
Hilfe von verschiedenen Pufferldsungen aufgereinigt, wie im Folgenden
beschrieben:

Die Zubereitung der Agarplatten und des LB-Mediums, sowie die Gewinnung
des rekombinanten Proteins erfolgt entsprechend der Anleitung von Qiagen.
Hierfur wurde fur das LB-Medium 10 g/l Tryptone, 5 g/l Hefe-Extrakt und
10 g/l NaCl in ein Liter destilliertes Wasser gegeben und autoklaviert. Flr die
Erstellung der Agarplatten gibt man dem LB-Medium 15 g/l Agar hinzu, erhitzt
dies, und giel3t anschlielend die Platten. Die Herstellung der bendtigten
Pufferlosungen (Puffer B, C, E) wurde bereits in Abs. 2.1.4 erlautert.

Fiar die Gewinnung des Proteins werden nun von dem bei - 80 °C gelagerten
Klon die Bakterien auf Agarplatten mit Ampicillin (100ug/ml) und Kanamycin (25
pg/ml) ausgestrichen und Uber Nacht bei + 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag
werden 1,5 ml Medium (plus Ampicillin und Kanamycin) mit einer einzelnen
Kolonie beimpft und Uber Nacht bei 37 °C unter standigem Rutteln inkubiert.

Am folgenden Tag werden 500 ul der Uber Nacht gewachsenen Bakterien in
10 ml Medium gegeben, und solange bei 37 °C inkubiert, bis bei einer Wellen-
lange von 600 nm eine optische Dichte (OD) von 0,5-0,7 gemessen wird.
Durch die Zugabe von 1 M Isopropyl-p-D-thiogalactosid (IPTG) fur 4-5 h wird
die Proteinexpression induziert. AnschlieBend wird die oben hergestellte
Bakterienkultur eine Minute bei 15000 g zentrifugiert, um die Zellen zu
isolieren.

Der Uberstand wird verworfen, die Zellen werden mit Puffer B resuspendiert,
und durch Ultraschallbehandlung (6 x 15 sec bursts mit je 15 sec Pausen)
aufgeschlossen. Nach der anschlielenden Zentrifugation (15 000 x g fur 25

min) wird der Uberstand auf eine mit Puffer B &aquilibrierte Ni-NTA S&ule
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gegeben. Nach zweimaligem Waschen der Saule mit Puffer C wird das Histidin-
markierte Protein in drei Elutionsschritten mit Puffer E gewonnen. Die Eluate

werden bei - 20 °C gelagert und in weiteren Versuchen weiterverarbeitet.

2.2.5 Coomassie-Anfarbung

Die Gele werden nach der Gelelektrophorese in CoomassieBlue Losung Uber
Nacht eingelegt. Am folgenden Tag wird das CoomassieBlue durch Entfarber-
|I6sung ersetzt und solange inkubiert, bis das Gel entfarbt ist und die Banden
sich gut vom Hintergrund abheben. Bei dieser Methode kdnnen Proteine mit
einer Konzentration von 0,3-1 ug pro Bande detektiert werden.

Die angefarbten Gele kdnnen entweder eingeschweildt und bei + 4 °C gelagert,

oder durch die Bandenelution weiterverarbeitet werden.

2.2.6 Nickelanfarbung

Die Sheets werden anstelle eines Serums in Probenverdinnungspuffer
inkubiert. Anstatt der Inkubation mit IgM und IgG wird nun das Nickelkonjugat in
einem Verhaltnis von 1:10 000 (mit Waschpuffer) zugegeben. Der sonstige

Verlauf gleicht dem normalen Vorgang bei der Anfarbung von Sheets.

2.2.7 Amido-Black Anfarbung

Die Amido-Black Anfarbung erfolgt gemaR der Anleitung der Firma (SIGMA®-
Aldrich GmbH, Steinheim). Die Sheets werden nach der Gelelektrophorese
direkt fur 10 min in Amido-Black-L6sung (0,1 % Amido-Black, 25 % Isopropanol,
10 % Essigsaure) gelegt und anschlieBend in Entfarbe-Losung (25%

Isopropanol, 10% Essigsaure) ca. 1 h entfarbt.

2.2.8 Bandenelution
Die Bandenelution wurde mit dem Electro-Eluter Model 422 von BioRad gemaf

der von BioRad beigefligten Anleitung durchgefihrt.
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Die zu eluierende Bande wird ausgeschnitten, in kleine Stucke zerteilt und
diese in das Glasrohrchen bis zu einer Hohe von 1cm gegeben. Das
Glasrohrchen wird mit dem volatilen Puffer (s. Abs. 2.1.4) aufgeflillt, ebenso die
Apparatur. Durch Anlegen von 8-10 mA/Glastube flir zwei bis vier Stunden
unter standigem Ruhren wird das gewlnschte Antigen aufgereinigt. Durch
Auswechseln des Puffers mit reinem Ammoniumpuffer und 1-stindigem Lauf
wird versucht, den SDS-Gehalt zu verringern.

Das aufgereinigte Protein, das sich nun in dem sogenannten Membran Cap
angereichert hat, kann vorsichtig abpipettiert werden, bei -20 °C gelagert und in

weiteren Versuchen verwendet werden.

2.2.9 Reduzierung des SDS-Gehaltes in Proteinfraktionen

Durch die Zugabe von Bio-Beads SM-2 Adsorbent der Firma Bio Rad Uber
Nacht bei +4 °C wird versucht, den SDS-Gehalt der Proteinfraktion zu
entfernen bzw. zu reduzieren. Am folgenden Tag kann die Proteinfraktion

vorsichtig abpipettiert und in weiteren Versuchen weiterverarbeitet werden.
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2.3 Patienten

2.3.1 Patienten mit einer PBC—-Erkrankung

2311 PBC-AMA positiv/Anti M2 negativ

Seren von 88 Patienten mit AMA positiver aber Anti-M2 negativer PBC wurden
analysiert (Tab. 5 und 6). Seren dieser Patienten sind dadurch gekennzeichnet,
dass sie im Immunofluoreszenztest eine typische mitochondriale Struktur
ergeben, im ELISA und WesternBlot jedoch keine Reaktion mit den bisher
bekannten Antigenen, insbesondere der a-Ketoglutaratdehydrogenase zeigen.
Bei 25 der Patienten wurde die Diagnose histologisch verifiziert, bei den
restlichen 63 wurde die Diagnose zum einen klinisch, zum anderen serologisch
wie oben beschrieben gestellt. Bei sieben Patienten wurde ein
Uberlappungssyndrom mit einer autoimmunen Hepatitis und bei neun Patienten
mit einem toxischen Geschehen diagnostiziert. Seren von 79 Patienten wurden
im ELISA und 87 im WesternBlot getestet (s. auch Tab.16). Die Seren stammen
uberwiegend aus Einsendungen auswartiger Krankenhauser oder von
niedergelassenen Arzten.

Alter und Geschlecht der Patienten sind in den Tabellen 5 und 6 dargestelit.

Tabelle 5: Daten von Patienten mit einer PBC-Erkrankung (AMA pos/Anti-M2 neg),
histologisch gesichert

Anzahl Altersdurchschnitt Alterspanne
Insgesamt 25 54 J 22-78 J
Frauen 21 55J 28-78 J

Manner 4 49 J 22-61J
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Tabelle 6: Daten von Patienten mit klinischem Hinweis auf eine PBC-Erkrankung (AMA
pos/Anti-M2 neg), histologisch nicht gesichert

Anzahl Altersdurchschnitt Alterspanne
Insgesamt 63 59J 28-82 J
Frauen 53 60 J 28-79 J
Manner 10 55J 38-82 J
2.31.2 PBC-AMA negativ/ANA positiv

Bei 10 Patienten konnten in allen zur Verfigung stehenden serologischen
Diagnosemethoden keine AMA nachgewiesen werden, jedoch waren Seren
dieser Patienten positiv fur ANA (Antikorper gegen Nuclear dots, gegen Kern-
membran sowie gegen Zentromere), die ebenfalls ein Diagnosemarker fur eine
PBC-Erkrankung sind (24, 29). Zwei der Patienten wiesen ein
Uberlappungssyndrom mit einer Kollagenose auf. Alter und Geschlecht der
Patienten sind in Tab. 7 dargestellt. Alle 10 Seren wurden im ELISA und 7

davon im WesternBlot getestet (s. auch Tab.16).

Tabelle 7: Daten von Patienten mit einer PBC-Erkrankung (AMA neg/ANA pos)

Anzahl Altersdurchschnitt Alterspanne
Insgesamt 10 55J 36-77 J
Frauen 8 57,2J 47-77 J
Manner 2 46,5 J 36-57 J

2313 PBC-Anti-M2 positiv
Zu dieser Gruppe gehorten 107 Patienten, deren Seren die fur die PBC
typische Konstellation aufwiesen, d.h. antimitochondriale Antikdrper, die sowohl

im ELISA als auch im WesternBlot mit dem M2-Antigen reagieren. Alter und
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Geschlecht sind in Tabelle 8 aufgefihrt. Bei funf Patienten wurde zusatzlich
eine autoimmune Hepatitis, und bei 10 Patienten eine Kollagenose
diagnostiziert. Seren von 107 Patienten wurden getestet: 67 davon im ELISA
und 74 im WesternBlot (s. auch Tab.16), 20 nur im ELISA, 40 nur im
WesternBlot und 30 Seren in beiden Versuchen. Es wurden daruber hinaus
noch Seren von drei Patienten im Verlauf getestet.

Die Seren wurden freundlicherweise von Dr. C. Berg, Abteilung 1 der Inneren
Medizin, Universitatsklinikum Tubingen, zur Verfligung gestellt oder stammten

aus Einsendungen auswartiger Krankenhauser beziehungsweise Praxen.

Tabelle 8: Daten von Patienten mit einer PBC—Erkrankung (AMA pos/Anti-M2 pos)

Anzahl Altersdurchschnitt Alterspanne
Insgesamt 107 55,8 J 25-81J
Frauen 97 55,7 J 25-81J
Manner 10 56,2 J 47-75J

2.3.2 AIH- Autoimmunhepatitis

Diese Patienten (n = 38; Alter und Geschlecht s. Tab. 9) weisen die typische
klinisch/biochemische und serologische Konstellation fur eine AlIH auf. Alle
Patienten wiesen einen ,Score” Uber 15 auf entsprechend den Kriterien der
.international AIH-Group® [4]. Dazu zahlt die Transaminasenerhdhung (nach
Ausschluss von viralen oder toxischen Ursachen), die erhohten 1gG-Globuline,
sowie der Nachweis von Antikorpern gegen Kerne (ANA), glatte Muskulatur
(SMA) und Aktin, lésliches Leberantigen/Leber-Pankreas-Antigen (SLA/LP)
sowie gegen Mikrosomen der Leber und Niere. Insgesamt wurden Seren von
38 Patienten getestet, 37 davon im ELISA, drei davon im WesternBlot (s. auch
Tab.16). Ein Patient wurde im Verlauf beobachtet.
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Bei allen Patienten stand die Diagnose einer Autoimmunhepatitis im
Vordergrund. Jedoch gab es auch bei diesem Patientenkollektiv mehrere
Uberlappungssyndrome: fiinf Patienten wiesen zuséatzlich eine PSC auf, bei
sieben Patienten war eine toxische Genese mit zusatzlich aufgefallen und drei
Patienten hatten neben der AlIH auch noch eine PBC, die jedoch klinisch im

Hintergrund stand.

Tabelle 9: Daten von Patienten mit einer Autoimmunhepatitis

Anzahl Altersdurchschnitt Alterspanne
Insgesamt 38 55,6 J. 13-83 J.
Frauen 29 56,1 J. 13-83 J.
Manner 9 54,1 J. 35-69 J.

2.3.3 Kollagenosen

Unter den Kollagenosen werden die Krankheitsbilder Lupus, Sklerodermie,
CREST-Syndrom, Sjoergen-Syndrom, SHARP-Syndrom sowie die Dermato-
myositis zusammengefasst. Die Patienten waren in der klinischen Unter-
suchung gemal den ARA-Kriterien (American Rheumatological Association)
[57] auffallig. Serologisch waren die Seren positiv fir ANA und zeigten in der
Immundiffusion prazipitierende Antikdrper gegen extrahierbare nukleare Anti-
gene (ENA). Auch hier gab es vermehrt Uberlappungssyndrome, die jedoch
nicht im Einzelnen aufgefuhrt werden. Insgesamt wurden Seren von 28 Patien-
ten getestet (Tab. 10), davon 27 im ELISA und 4 im WesternBlot (Tab.16). Die
Seren wurden freundlicherweise von der rheumatologischen Ambulanz,
Abteilung Il der Inneren Medizin Tubingen zur Verfugung gestellt oder

stammten aus Einsendungen von niedergelassenen Arzten.
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Tabelle 10: Daten von Patienten mit einer Kollagenose

Anzahl Altersdurchschnitt Alterspanne
Insgesamt 28 49,1 J 17-74 J
Frauen 25 49,8 J 17-74 J
Manner 3 43,7 J 22-67 J

2.3.4 Hepatitis C

Seren von 31 Patienten mit einer serologisch gesicherten Hepatits C (Tab. 11)
wurden im ELISA untersucht. Die Seren wurden freundlicherweise von
Dr. S. Kaiser, Abteilung | der Inneren Medizin, Universitatsklinikum Tubingen,

zur Verfugung gestellt.

Tabelle 11: Daten von Patienten mit Hepatitis C

Anzahl Altersdurchschnitt Alterspanne
Insgesamt 31 41,1J 23-87J
Frauen 8 47,0J 24-87 J
Manner 23 39,1J 23-59 J

2.3.5 Toxische Lebererkrankungen
Seren von 32 Patienten, bei denen eine alkoholtoxische Genese anamnestisch
und klinisch gesichert war (Alter und Geschlecht s. Tab. 12), wurden im ELISA

untersucht und eines davon ebenfalls im WesternBlot (Tab.16).

Tabelle 12: Daten von Patienten mit einer toxischen Erkrankung

Anzahl Altersdurchschnitt Alterspanne
Insgesamt 32 58,2 J 33-83 J
Frauen 14 61,1J 38-82 J
Manner 18 55,9 J 33-83J
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2.3.6 PSC

Ferner wurden Seren von 20 PSC-Patienten analysiert (Tab.13). Bei allen
Patienten war die Diagnose mittels ERCP gesichert worden, was bislang als der
Goldstandard in der Diagnosestellung einer PSC-Erkrankung gilt. Zwdlf Seren
waren zudem noch p-ANCA positiv. Die Seren wurden freundlicherweise von
Dr. C. Berg, Abteilung 1 der Inneren Medizin, Universitatsklinikum Tubingen,

zur Verfugung gestellt.

Tabelle 13: Daten von Patienten mit einer Priméar-Sklerosierenden Cholangitis

Anzahl Altersdurchschnitt Alterspanne
Insgesamt 20 36,5 J 17-50 J
Frauen 9 35,0J 17-47 J
Manner 11 38,1J 25-50J

2.3.7 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe dienten 48 Seren von Patienten mit einem gesicherten
Fibromyalgie-Syndrom oder mit einem chronischen Erschopfungssyndrom
sowie 20 Seren von gesunden Blutspendern (BSP) (Tab.14, 15). Die Seren
wurden  freundlicherweise aus der Rheumaambulanz sowie von
Frau Prof. Dr. D. Wernet, |Institut flr Transfusionsmedizin, Tubingen, zur

Verfugung gestellt.

Tabelle 14: Daten von Patienten mit einem Fibromyalgie-Syndrom als Kontrollgruppe

Anzahl Altersdurchschnitt Alterspanne
Insgesamt 48 46,0 J 29-66 J
Frauen 46 46,3 J 29-66 J
Manner 2 38,5J 37-40J
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Tabelle 15: Daten von gesunden Blutspendern

Anzahl Altersdurchschnitt Alterspanne
Insgesamt 20 41,7 J 20-62 J
Frauen 10 38,14 20-62 J
Manner 10 45,3 J 29-62 J

Tabelle 16 gibt nochmals eine Zusammenfassung der Anzahl der in den

verschiedenen Methoden (ELISA, Westernblot) getesteten Patientenseren.

Tabelle 16: Ubersicht der getesteten Patienten nach Krankheit und nach Versuch

Anzahl Seren getestet

Patienten mit Insgesamt im ELISA im Blot
PBC: AMA pos/Anti-M2 neg.,

histologisch gesichert 25 25 25
histologisch nicht gesichert 63 54 63
PBC, AMA pos/Anti-M2 pos 107 67 74
PBC, AMA neg/ANA pos 10 10 7
Kollagenosen 28 27 4

Hep C 31 31 0

Tox 32 32 1

PSC 20 19 1

AlH 38 37 3
FMS 48 39 15

BSP 20 15 5
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3. Ergebnisse

Anbei eine kurze Gliederung Uber die Darstellung der Ergebnisse:

> Nachweis des Core | Proteins
» Durch Dichtegradientenzentrifugation gewonnene Antigen 1.16/1.18
e Gewinnung und Austestung des Antigens 1.16/1.18
e Analyse der 80 kD Bande hinsichtlich des in Frage kommenden
Antigens durch Massenspektrometrie
¢ Inkubation mit Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen
im WesternBlot (60 kD und 80 kD)
e Austestung des Antigens im ELISA mit verschiedenen
Patientenkollektiven
e Im Vergleich: WesternBlot und ELISA
> Das rekombinant in E.coli Bakterien gewonnene Core | Protein
e Austestung des Antigens
¢ Inkubation mit Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen
im WesternBlot (60 und 80 kD Bande)
e Austestung im ELISA mit verschiedenen Patientenkollektiven
e Im Vergleich: WesternBlot und ELISA
> Die kauflich erworbene Cytochrom C-Reduktase (SIGMA)
e Austestung des Antigens im WesternBlot durch Inkubation mit
verschiedenen Patientenseren
e Austestung des Antigens im ELISA
» Die kauflich erworbene, rekombinant gewonnene Ubiquinol-Cyto-
chrom C-Reduktase (Abnova)
e Austestung des Antigens im WesternBlot durch Inkubation mit
verschiedenen Patientenseren

e Austestung des Antigens im ELISA
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3.1 Die durch Dichtegradientenzentrifugation gewonnene Antigenfraktion
1.16/1.18

3.1.1 Austestung der durch Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen
Antigenfraktion 1.16/1.18 im Westernblot

Um zu sehen, in welchen Dichtegradienten sich die Antigene anreichern, die
von Seren von Patienten mit AMA positiver/Anti-M2 negativer PBC erkannt
werden, wurden diese im WesternBlot getestet. Die Seren reagierten mit einem
Antigen bei ca. 60 kD in der 1.16- und einem Antigen bei ca. 80 kD in der 1.18-
Fraktion (Abb. 1). Dieses Ergebnis wurde bereits aus vorhergehenden Arbeiten
[15] erwartet.

Nicht bei allen Praparationen war aber eine so scharfe Zuordnung der zwei
Determinanten zu den Fraktionen 1.16 bzw. 1.18 moglich, so dass in den
folgenden Versuchen beide Fraktionen zu einer Antigenfraktion 1.16/1.18

zusammengefasst wurden.

1: Gradient 1.12
2: Gradient 1.14
3: Gradient 1.16
4: Gradient 1.18
5: Gradient 1.20

1 2 3 4 5

Abb. 1: Austestung der in Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen Fraktionen

(s. Tab. 4) gegen ein Serum eines AMA positiven/Anti-M2 negativen Patienten

3.1.2 Die Antigenfraktion 1.16/ 1.18 im WesternBlot
In dieser Arbeit wurde das durch Dichtegradienten gewonnene Antigen

1.16/1.18 gegen mehrere Patientenkollektive getestet. Die Auswertung der
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verschiedenen Versuche im WesternBlot stellte sich nicht ganz einfach dar, da
die Banden, je nach Versuchsansatz, auf unterschiedlichen Hohen lagen. Um
dennoch Rulckschlisse auf das Molekulargewicht ziehen zu kdnnen und die
Banden trotz verschiedener Versuchsansatze eindeutig als die 60 kD bzw.
80 kD Bande zu detektieren, lief immer ein mit CoomassieBlue angefarbtes Gel
mit, bei dem zusatzlich zu dem Antigen 1.16/1.18 ein Molekulargewichtsmarker
aufgetragen war. Die Zuordnung der 60 kD Bande mit dem angefarbten Gel war
eindeutig. Bei der 80 kD Bande hingegen traf dies nicht zu, denn zu der Bande
im WesternBlot gab es kein eindeutiges Korrelat, d.h. keine eindeutig scharf

angefarbte Bande in dem Gel.

97— .. <-—-Hohe der Bande im WB (Ca.80 kD)
66 wow -

e <--- H6he der Bande im WB (Ca.60 kD)
N -
TR— 483838

e,
1 2 3 4 5

Abb. 2: Vergleich eines Molekulargewichtsmarkers mit dem Antigen 1.16/1.18 und der
projizierten Bande auf das mit CoomassieBlue gefarbte Gel

1: Molekulargewichtsmarker, 2-5: Antigen 1.16/1.18

Um dennoch auch bei der 80 kD Bande sicher zu sein, dass das angenommene
Molekulargewicht stimmt, wurde der in Abbildung 3 dargestellte Versuch
durchgefuhrt. Hierbei wurde die Reaktion eines AMA positiven/Anti-M2
negativen Serums mit der bei einem Molekulargewicht von 70 kD liegenden

M2-a Bande eines AMA positiven/Anti-M2 positiven Serums verglichen. Wie in
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Abbildung 3 gut sichtbar ist, liegt die Bande des AMA positiven/Anti-M2
negativen Serums etwas Uber der M2 a Bande, weshalb man fur diese Bande

ein Molekulargewicht von ca. 80 kD angeben kann.

M2 a Bande --> L. 9% <--- 80 KD Bande
70 KD

1 2 1

Abb. 3: Vergleich der bekannten M2 a Bande eines Serums eines AMA positiven/Anti-
M2 positiven Patienten (1, 2) mit der positiven Bande eines Serums eines AMA
positiven/Anti-M2 negativen Patienten (3);

1: Antigen 1.16/1.18, 2: M2 Antigen aus Rinderherzmitochondrien

Wie bereits oben erwahnt, war in einer friheren Arbeit gezeigt worden, dass die
60 kD Bande die Cytochrom C-Reduktase und F1-ATPase enthalt [15]. In der
vorherigen Arbeit von Feuchtinger [15] wurde die 60 kD Bande bereits per
Massenspektrometrie mehrfach analysiert und erbrachte den Nachweis der
Cytochrom C-Reduktase und F1-ATPase. Dies wurde daher in der vor-
liegenden Arbeit nicht erneut wiederholt.

Um jedoch weitere Hinweise zu bekommen, welches Antigen fur die Bande auf
der Hohe eines Molekulargewichts von 80 kD in Frage kommt, wurde die Bande
mit CoomassieBlue angefarbt und mit der aquivalenten Bande aus dem
WesternBlot verglichen. Da, wie schon oben erwahnt, keine eindeutige
Zuordnung der im WesternBlot angefarbten Bande mit denen aus dem

CoomassieBlue-Gel gemacht werden konnte, wurden die jeweils etwas hoher
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liegende Bande 1 (s. Abb. 4) und die etwas tiefer liegende Bande 2 (s. Abb. 4)
ausgeschnitten und per Massenspektrometrie (MALDI-TOF) analysiert. Dies
wurde freundlicherweise von Oliver Drewes im Interfakultaren Institut fur Zell-
biologie, Universitat Tubingen (Arbeitsgruppe von Prof. Stefan Stevanovic)
durchgefuhrt.

Abb. 4: Darstellung der Banden des
<--- Bande 1

% n <--- Bande 2 Antigens 1.16/1.18, die aus dem

'
66 - ‘ ! ! - - .
mit CoomassieBlue angefarbten
F;, ﬁ : -; F Gel ausgeschnitten und eluiert
45 » ' . » -
wurden;
31 1433838 1:  Molekulargewichtsmarker,
2-5: Antigen 1.16/1.18
———

3.1.3 Die Proteinanalyse und ihr Ergebnis

- Bande 1

Die Bande 1 enthalt als Protein Bovines Serum Albumin. Da das Antigen
1.16/1.18 aus dem Uberstand von Rinderherzen hergestellt wird, ist es zu er-
warten, dass noch Bovines Serum Albumin in dem Antigen 1.16/1.18 enthalten
ist. Neben dem Bovinen Serum Albumin konnte in dieser Bande als weiteres
Protein die 2-Oxoglutarat Dehydrogenase (Synonym: a-Ketoglutarat
Dehydrogenase) nachgewiesen werden, die dem M2 c Antigen entspricht
(s. Tab. 2).

- Bande 2
In dieser Bande konnte kein eindeutiges Antigen nachgewiesen werden. Dies

kann an einer zu geringen Antigen-Konzentration liegen.
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3.1.4 Nachweis des Core | Proteins in der Antigenfraktion 1.16/1.18 sowie
in der kauflich erworbenen Ubiquinol Cytochrom C-Reduktase
Mittels Massenspektrometrie war in einer friheren Arbeit in der 60 kD
Determinante der 1.16/1.18 Antigenfraktion das Core | Protein der Cytochrom
C-Reduktase identifiziert worden. Im WesternBlot konnte unter Verwendung
eines monoklonalen Antikdrpers gezeigt werden, dass dieser tatsachlich mit der
60 kD Determinante reagiert (Abb.5). Auch mit dem kauflich erworbenen,
rekombinant hergestellten Core | Protein der Ubiquinol Cytochrom C-Reduktase
und der ebenfalls kauflich erworbenen Cytochrom C-Reduktase (Sigma) wurde

- wie erwartet - eine positive Reaktion bemerkt

Die etwas schwacher auftretende Bande der Ubiquinol Cytochrom C-Reduktase
ist auf die geringere Menge des aufgetragenen Antigens zurlckzufuhren. Dass
die Bande der Ubiquinol Cytochrom C-Reduktase in Abbildung 5 héher liegt als
die Banden der beiden anderen Antigene kann dadurch erklart werden, dass
das Protein rekombinant mit Hilfe einer Kopplung an das GST-Taq hergestellt
wurde. Diese Kopplung verursacht ein hdoheres Molekulargewicht und somit
eine klUrzere Wegstrecke des Antigens im WesternBlot, d.h. die angefarbte

Bande liegt hoher im Vergleich zu den Banden der anderen beiden Antigene.

1: Fraktion 1.16/1.18

2: Antigen Ubiquinol-Cytochrome C-Reduktase
Core Protein 1 (UQCRC1)

3: Cytochrom C-Reduktase (Sigma)

Abb. 5: Inkubation der Antigene mit dem Anti-Core | Antikérper
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3.1.5 Vergleich der Reaktivitat eines AMA positiven/Anti-M2 negativen
Serums und eines monoklonalen Anti-Core | Antikorper mit der
Antigenfraktion 1.16/1.18

In einem weiteren Ansatz wurde die Reaktion des Anti-Core | Antikdrpers sowie

eines AMA positiven/Anti-M2  negativen  Patientenserums mit der

Antigenfraktion 1.16/1.18 im WesternBlot verglichen. Hierbei zeigte sich

(s. Abb.6), dass sowohl der Anti-Core | Antikdrper als auch das Patientenserum

mit der 60 kD Bande in der 1.16/1.18 Fraktion reagiert.

ca. 830 kD --—

—A <--- ca.60 kD

Abb. 6:

1: Inkubation der Antigenfraktion 1.16/1.18 mit dem Serum eines AMA positiven/Anti-
M2 negativen Patienten; typische Bande auf der Hohe eines Molekulargewichts von
80 kD

2: Inkubation der Antigenfraktion 1.16/1.18 mit dem Serum eines AMA positiven/Anti-
M2 negativen Patienten; typische Bande auf der Hé6he eines Molekulargewicht von
60 kD

3: Inkubation der Antigenfraktion 1.16/1.18 mit dem Anti-Core | Antikorper
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3.1.6 Reaktion verschiedener PBC-Patientenseren mit der
Antigenfraktion 1.16/1.18 im WesternBlot

1) Patienten mit AMA positiver/Anti-M2 negativer PBC, (histologisch
gesichert)

Bei 25 der insgesamt 88 AMA positiven/Anti-M2 negativen Patienten wurde die

Diagnose PBC histologisch verifiziert. Seren von 11 dieser Patienten (44 %)

reagierten mit einer Bande auf der Hohe eines Molekulargewichts von 60 kD

und 8 Seren (32 %) mit einer Determinante bei 80 kD (Tab.17).

2) Patienten mit AMA positiver/Anti-M2 negativer PBC, serologische
und klinische Diagnosestellung (keine Histologie vorliegend)

Bei 63 der AMA positiven/Anti-M2 negativen Patienten wurde die Diagnose der

PBC nur klinisch und serologisch gestellt, d.h. eine Histologie war nicht

verfugbar. Von diesen Patienten hatten 11 (17 %) Antikorper gegen die 60 kD

und 14 (22 %) Antikdrper gegen die 80 kD Determinante (Tab.17).

3) Patienten mit AMA positiver/Anti-M2 positiver PBC

Seren von 74 AMA positiven/Anti-M2 positiven Patienten wurden gegen den
Gradienten 1.16/1.18 im WesternBlot getestet (Tab.16). Eine Reaktion mit der
80 kD Bande war neben den zusatzlich vorhandenen M2 a und M2 c Banden
bei sechs (8 %), mit der 60 kD Bande bei 20 (28 %) zu beobachten (Tab.17).
Zwei Seren reagierten sowohl mit der Bande auf der Hohe von 80 kD als auch

mit der 60 kD Determinante.

4) Patienten mit AMA negativer/ANA positiver PBC
Sieben PBC-Patienten waren AMA negativ, aber ANA positiv. Ein Serum

reagierte mit der 60 - und ein weiteres mit der 80 kD Bande.
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5) Patienten mit anderen Erkrankungen

Seren von 29 Patienten mit anderen hepatischen und nicht-hepatischen
Erkrankungen wurden ebenfalls gegen das Antigen 1.16/1.18 getestet (Tab.16).
Zwei (7 %) reagierten mit der 80 kD, 6 (20 %) mit der 60 kD Bande. Seren von
gesunden Blutspendern waren negativ (s. Tab. 17).

Tabelle 17: Reaktivitiat von Seren von Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen mit
dem Antigen 1.16/1.18 im WesternBlot

Anzahl der positiven Seren mit
Anzahl der . .
dem Antigen 1.16/1.18 bei
getesteten
Nur Nur
Seren 60 und 80 kD
80 kD | 60 kD

PBC AMA positiv/Anti-M2
negativ,
histologisch gesichert 25 2 5 6
klinisch und serologische

. 63 10 7 4
Diagnosestellung
PBC AMA positiv/Anti-M2 74 4 18 5
positiv
PBC AMA negativ/ANA

7 1 1 0

positiv
Autoimmunhepatits 3 1 0 0
Toxische Lebererkrankung 1 0 1 0
Kollagenose 4 1 1 0
PSC 1 0 0 0
Fibromyalgie Syndrom 15 0 4 0
Blutspender 5 0 0 0
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3.1.7 Reaktion von Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen
mit der Antigenfraktion 1.16/1.18 im ELISA

Patientenseren mit AMA positiver/Anti-M2 negativer PBC

Insgesamt wurden 79 AMA positive/Anti-M2 negative Seren von Patienten mit
histologisch und/oder klinisch gesicherter PBC gegen das Antigen 1.16/1.18 im
ELISA getestet (s. auch Tab.16).

Zwanzig Seren (25 %) hatten Antikbrper vom IgM- und neun (11 %) vom IgG-
Typ. Bei sieben Seren (9 %) konnten gleichzeitig Antikbrper gegen IgM und IgG
nachgewiesen werden (Tab. 18). Als positiv wurden diejenigen Seren gewertet,
die Werte aufwiesen, die groRer als der Mittelwert plus zwei Standardab-
weichungen von 41 Blutspendern bzw. Patienten mit einem Fibromyalgie-
Syndrom waren. Aber auch Seren von Patienten mit anderen Erkrankungen
reagierten mit dem 1.16/1.18 Antigen im ELISA (Tab. 18).
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Tab. 18: Ubersicht der im ELISA getesteten Seren von Patienten und ihrer Erkrankung

Anzahl der Anzahl der im ELISA
getesteten positiv getesteten
Patienten Patienten gegen
Nur | Nur
IgM | 19G | IgM und IgG
PBC AMA positiv/Anti-M2
negativ
histologisch gesichert 25 1 2 3
klinische und serologische
Diagnosestellung 54 12 0 4
PBC: AMA positiv/Anti-M2 67 5 10 41
positiv
PBC: AMA negativ/ ANA 10 0 0 1
positiv
AlH 37 3 7 3
Toxische Lebererkrankung 31 0 0 1
PSC 20 0 0 0
Kollagenose 27 2 1 3
Hepatitis.C 32 0 0 1
Fibromyalgie Syndrom 37 2 2 1
Blutspender 15 1 0 0
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3.1.8 Antigenfraktion 1.16/1.18: Vergleich der Ergebnisse im WesternBlot
und im ELISA

Durch den ELISA erhoffte man sich eine Screening-Methode, die diejenigen
Patienten erfasst, deren Seren mit dem Antigen 1.16/1.18 reagieren und bei
denen die Diagnose mittels WesternBlot durch eine positive Bande auf Hohe
von 60 kD verifiziert werden kann. Allerdings erwies sich die Korrelation der im
ELISA und im WesternBlot positiv getesteten Seren als zu gering (s. Tab. 19).
Insgesamt wurden 78 der insgesamt 88 Seren von Patienten mit einer AMA
positiven/Anti-M2 negativen PBC-Erkrankung sowohl im WesternBlot als auch
im ELISA gegen das Antigen 1.16/1.18 getestet. Dabei wiesen 9 Seren (11 %)
ein in beiden Versuchen jeweils positives Ergebnis auf (s. Tab.19). Anhand der
Ergebnisse wird deutlich, dass die Korrelation der jeweils positiven Ergebnisse
Zu gering ist.

Die Korrelation zwischen ELISA und WesternBlot ist nicht zwingend voraus-
zusetzen, da das Antigen im ELISA anders prasentiert werden kann und somit

andere Epitope eine Bindung eingehen kdénnen.

Tab. 19: Haufigkeit einer Reaktion von Patienten mit Anti-M2 positiver und negativer
PBC mit dem 60 kD Protein im WesternBlot oder ELISA

Nur positiv im Positiv im
Erkrankung WesternBlot ELISA WesternBlot
(60 kD) (IgM oder IgG) und ELISA
AMA pos./Anti-M2 neg. 17 12 9
AMA pos./Anti-M2 pos. 12 48 8
AMA neg./ANA pos. 2 1 0
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3.2 Das rekombinant aus E.coli Bakterien gewonnene Core | Protein der

Cytochrom C-Reduktase

3.2.1 Austestung des rekombinant gewonnenen Antigens durch
Nickelanfarbung

Um zu sehen, ob der Waschvorgang bzw. die Aufreinigung bei der Gewinnung
des rekombinanten Core | Antigens erfolgreich war, wurden die einzelnen
Eluate im WesternBlot aufgetragen und mittels eines Nickel-Konjugats
angefarbt. Es konnte dabei gezeigt werden, dass sich das Antigen eindeutig
aufreinigen liel3 und in den Eluaten E1, E2 sowie E3 anreicherte.

Das durch Dichtegradienten gewonnene Antigen 1.16/1.18 wurde zum

Vergleich ebenfalls aufgetragen (s. Abb. 7).

1) Eluat aus dem Waschvorgang mit Puffer B

2) Eluat aus dem Waschvorgang mit Puffer C1

= oo wlh 3) Eluat aus dem Waschvorgang mit Puffer C2
i G 4) Eluat aus dem Waschvorgang mit Puffer E1
. g &
oy . 5) Eluat aus dem Waschvorgang mit Puffer E2

6) Eluat aus dem Waschvorgang mit Puffer E3
7) Antigen 1.16/1.18

.

I 2 3 4 3§ #B 7

Abb. 7: Darstellung der verschiedenen Waschschritte mit den jeweiligen Puffern zur
Gewinnung des rekombinanten Antigens durch die Anfarbung mit einem
Nickelkonjugat (vgl. 2.2.6)

3.2.2 Inkubation des rekombinant gewonnenen Antigens mit dem Anti-
Core | Antikorper

Um zu verifizieren, dass das rekombinante Core | Antigen der Cytochrom C-

Reduktase in dem Eluat enthalten war, wurde dieses im WesternBlot gegen den

monoklonalen Anti-Core | Antikorper inkubiert. Als Positivkontrolle diente das in
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Abschnitt 3.1.2 bereits getestete Antigen 1.16/1.18. Wie in Abbildung 8 zu
sehen, war bei dem rekombinant hergestellten Antigen eine eindeutig positive

Reaktion sichtbar.

Abb. 8: Nachweis von Core | Protein in der
1: rekombinant gewonnenen Antigenfraktion
2: der Antigenfraktion 1.16/1.18
mit Hilfe des monoklonalen Anti Core | Antikorper im

: WesternBlot
g -3

S —
e

|

3.2.3 Das rekombinante Core | Protein im WesternBlot

Analog zum Antigen 1.16/1.18 wurde auch das rekombinant hergestellte Core |
Protein gegen Seren von Patienten mit Anti-M2 positiver und negativer PBC im
WesternBlot getestet (Tab. 20).

Die Auswertung stellte sich aber schwierig dar, da die Proteinbanden, je nach
Versuchsansatz, unterschiedlich weit liefen und trotz Verwendung mehrerer
Referenzseren eine eindeutige Zuordnung zu einer bestimmten Determinante
nicht moglich war.

Auffallend war auch, dass das rekombinante Antigen im WesternBlot im
Vergleich zu dem Antigen 1.16/1.18 nicht genau auf derselben Hohe reagierte
wie die 60 kD oder die 80 kD Bande.

Um zu Uberprifen, ob die positiv gewertete Determinante dem Core | Protein
der Cytochrom C-Reduktase entsprach oder lediglich eine unspezifische
Reaktion darstellt, wurde auch hier eine massenspektrometrische Analyse
durchgefuhrt. Hierfur wurde in dem mit CoomassieBlue angefarbtem Gel jeweils
eine Bande oberhalb und unterhalb der entsprechenden positiven Bande aus
dem WesternBlot (s. Abb. 9) ausgeschnitten, eluiert und erneut im WesternBlot

aufgetragen.
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95 . $ Abb. 9: Anfarbung des rekombinanten
66 — ¥ Bande 1 Antigens mit CoomassieBlue im
<--- Bande 2 Vergleich zu einem
2 2 2 4 & A A Molekulargewichtsmarker;
~ 1: Molekulargewichtsmarker,

S | e — . — — —

1 2 3 4 5

2-8: rekombinantes Core | Protein

Tab. 20: Ubersicht der im WesternBlot mit dem rekombinant gewonnenem Antigen

getesteten Seren

Anzahl der getesteten Reaktion mit dem
Seren rekombinanten Antigen
AMA positiv/Anti-M2
71 21
negative PBC
AMA positiv/Anti-M2
34 7
positive PBC
AMA negativ/ANA . 4
positive PBC
AlH 2 0
Toxische
2 1
Lebererkrankung
Kollagenose 3 0
PSC 0 0
Hepatitiden 0 0
Fibromyalgie Syndrom 1 0
Blutspender 2 1
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Dieses aufgetrennte Antigen wurde daraufhin mit dem Anti-Core | Antikorper
inkubiert. Wie oben gezeigt wurde, war mit der gesamten Fraktion ein positiver
Nachweis der Cytochrom C-Reduktase (durch Inkubation mit Anti-Core)
moglich (Abb. 8). Die aufgetrennte Fraktion jedoch zeigte keine positive
Reaktion mit dem Anti-Core | Antikorper, was bedeutet, dass das Core | Protein
nicht mehr enthalten ist und daher als Antigen fur die positiv gewertete Bande
darin nicht in Frage kommen kann. Folglich muss man davon ausgehen, dass
die positive Bande unspezifisch ist.

Um diesen Verdacht zu verifizieren, wurde ein weiterer Versuch durchgefihrt.
HierfUr wurden sogenannte K2-Bakterien zu Hilfe genommen. K2-Bakterien
sind eine Negativ-Kontrolle bei rekombinant hergestellten Antigenen. Sie
unterscheiden sich von der Positivkontrolle darin, dass das eingeschleuste
Plasmid kein PCR-Fragment enthalt und somit die Bakterien nicht das
gewunschte Antigen produzieren kdnnen.

Um sicher auszuschlieRen, dass das K2-Antigen nicht doch das Core | Protein
produziert, wurde es im WesternBlot aufgetragen und mit dem monoklonalen
Anti-Core | inkubiert. Tatsachlich war keine positive Reaktion mit dem Anti-Core
zu sehen. Im nachsten Schritt wurden nun beide Antigene nebeneinander
aufgetragen, zum einen das korrekt hergestellte, rekombinante Antigen und
zum anderen die Negativ-Kontrolle mit den K2-Bakterien. Dabei zeigte sich,
dass bei beiden Antigenen sich mit Patientenseren auf identischer Hohe mit
identischer Intensitat Banden anfarben lieRen. Dies deutet darauf hin, dass
diese Banden eine unspezifische Reaktion mit bakteriellen Verunreinigungen
eingehen mussen und nicht in Verbindung mit der Cytochrom C-Reduktase

stehen (nicht dargestellt).
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3.2.4 Reaktion von Seren von PBC-Patienten mit dem rekombinanten
Core | Protein im ELISA

Das von Bakterien exprimierte Core | Protein wurde im ELISA gegen 79 der
insgesamt 88 Patienten mit einer AMA positiven/Anti-M2 negativen PBC-
Erkrankung getestet. Aufgrund des Verdachts einer unspezifischen Reaktion
wurde neben dem rekombinant gewonnenen Core | Protein ein anderes
rekombinant gewonnenes Antigen, das a-Tubulin, welches ein Antigen bei ZNS
Erkrankungen ist und definitiv nicht mit Lebererkrankungen in Verbindung
gebracht werden kann, mitgetestet. In diesem Versuch zeigte sich, dass beide
Antigene mit denselben Patientenseren mit derselben Intensitat positiv
reagierten. Daher muss es sich um eine Kreuzreaktion mit bakteriellen
Strukturen handeln, die trotz Aufreinigung in dem Eluat neben dem
gewunschten Antigen noch vorhanden sind.

Zur Vermeidung dieser Kreuzreaktion wurden, wie in Abschnitt 2.2.8 bereits
beschrieben, die in Frage kommenden Banden aus dem SDS-Gel ausge-
schnitten und eluiert. Dem Eluat wurden Uber Nacht Bio-Beads SM-2 Adsorbent
der Firma Bio Rad hinzu gegeben, die den SDS-Gehalt des Eluats reduzieren
und somit zu weniger unspezifischen Reaktionen fuhren sollten. Doch trotz
Aufreinigung des Antigens kam es weiterhin zu unspezifischen Reaktionen, so
dass man den Schluss ziehen muss, dass sich das rekombinant gewonnene

Antigen fur die Verwendung im ELISA nicht eignet.

3.3 Vergleich des Antigens 1.16/1.18 mit dem rekombinant gewonnenen

Core | Protein

3.3.1 Antigen 1.16/1.18 im Vergleich zum rekombinanten Core | im
WesternBlot

In Abbildung 10 wurde das selbst hergestellte, rekombinante Core | Protein, das

unten naher beschriebene kommerziell erhaltliche Antigen UQCRC sowie das

Antigen 1.16/1.18 im WesternBlot gegen zwei Seren, die entweder mit dem
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rekombinanten Core | Antigen oder mit dem Antigen 1.16/1.18 reagiert haben
und im Verhaltnis 1:1 gemischt wurden, getestet. Dieser Vergleich zeigt, dass
die Reaktion mit dem rekombinant gewonnenen Antigen leicht oberhalb der
Bande mit dem Antigen 1.16/1.18 liegt.

Abb. 10: Inkubation des Sheets mit zwei bekannten,
gemischten Seren, eines positiv gegen das
Antigen 1.16/1.18 und eines positiv gegen das
rekombinante Antigen
1: Antigen 1.16/1.18,
2: Antigen UQCRC,

3: rekombinantes Antigen

1 2 3

Unabhangig von diesem Versuch muss man anhand des Vergleichs der
durchgefuhrten WesternBlots mit jeweils dem Antigen 1.16/1.18 und dem
rekombinant gewonnenen Antigen feststellen, dass keine Korrelation zwischen
diesen beiden Antigenen mdglich ist. Die Banden mit dem rekombinanten
Antigen waren je nach Versuchsansatz sehr unterschiedlich in der Laufstrecke
und es war keine Korrelation hinsichtlich des Molekulargewichts mit dem
Antigen 1.16/1.18 zu sehen. Aullerdem reagierten die jeweiligen Antigene

jeweils mit anderen Patientenseren positiv.

3.3.2 Antigen 1.16/1.18 im Vergleich zum rekombinant gewonnenen Core |
Protein im ELISA

Aufgrund des eindeutigen Hinweises der Unspezifitat des rekombinanten

Antigens im ELISA kann folglich auch keine Korrelation mit den Ergebnissen mit

dem Antigen 1.16/1.18 im ELISA erhoben werden.
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3.4 Die kauflich erworbene Cytochrom C-Reduktase

3.4.1 Die kauflich erworbene Cytochrom C-Reduktase (Sigma) im
WesternBlot

Bei Testung von Seren von Patienten mit AMA positiver/Anti-M2 negativer PBC
gegen die kauflich erworbene Cytochrom C-Reduktase im WesternBlot liel3 sich
eine Bande auf der HOhe eines Molekulargewichts von ca. 65 kD anfarben.
Diese Reaktion wurde aber auch mit nahezu allen anderen Seren von Patienten
mit unterschiedlicher Erkrankungen einschlieRlich gesunder Blutspender
beobachtet, weshalb der Verdacht auf eine unspezifische Reaktion nahe lag.
Um diesen Verdacht zu verifizieren, wurden Antigen-haltige Sheets nur mit dem
sekundaren, Peroxidase konjugierten Antikorper inkubiert, d.h. es wurde kein
Serum dazu gegeben. Auch dabei zeigte sich eine Bande auf der Hohe von ca.
65 kD, so dass diese Bande auf eine Bindung mit dem Peroxidase-konjugierten
Anti-Human Antikorper zurickzufuhren ist (s. Abb. 11).

Aufgrund der Unspezifitdt wurde deutlich, dass dieses Antigen keine weiteren

Erkenntnisse erbringt, und es wurde daraufhin nicht weiter verwendet.

Abb.11:
Reaktion der kommerziellen Cyto-
chrom C-Reduktase mit dem Per-
ca. 65 kD - e oxidase - konjugierten anti- human
lgG- und IgM-Antikorper im
WesternBlot
Sheet 1: Inkubation nur mit dem Per-
oxidase-konjugierten Antihuman
1 2 IgG und IgM-Antikorper;
Sheet 2: Inkubation des Sheets nach
WesternBlot mit dem Serum eines
AMA positiven/Anti-M2 negativen
Patienten
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3.4.2 Die kauflich erworbene Cytochrom C-Reduktase (Sigma) im ELISA
Die Cytochrom C-Reduktase reagierte im ELISA ebenso wie im WesternBlot

unspezifisch und wurde nicht weiter verfolgt.

3.5 Die Ubiquinol Cytochrom C-Reduktase

3.5.1 Reaktion der kauflich erworbenen, rekombinant gewonnenen
Ubiquinol Cytochrom C-Reduktasen (UQCR, UQCRH, UQCRCH1,
UQCRFS1, UQCRC) mit verschiedenen Patientenseren im
WesternBlot

Diese Antigene wurden mit Seren von sieben AMA positiven/Anti-M2 negativen,

vier AMA positiven/Anti-M2 positiven, einem AMA negativen/ANA positiven

PBC-Patienten sowie mit Seren von zwei gesunden Probanden inkubiert. Bei

einem Serum eines AMA positiven/Anti-M2 positiven Patienten kann bei der

Inkubation mit dem Antigen UQCRC (Ubiquinol-Cytochrom C-Reduktase Core

Protein 1) eine schwache Bande identifiziert werden (s. Abb. 12). Die Ubrigen

Patienten zeigten keine Reaktion gegen die oben genannten Antigene.

Abb.12: Austestung der verschiedenen Antigene der

Ubiquinol Cytochrom C-Reduktase mit einem

AMA positiven/Anti-M2 positiven Serum;

1: Ubiquinol-Cytochrom C-Reduktase

v | g Komplex,

2: Ubiquinol-Cytochrom C-Reduktase
hinge Protein,

3: Ubiquinol-Cytochrome C Reduktase core
Protein I,

4: Ubiquinol-Cytochrome C Reduktase,
Rieske iron-sulfur Polypeptide,

1 2 3 4 5 5: 1.16/1.18
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3.5.2 Reaktion von Seren von Patienten unterschiedlicher Erkrankungen
mit der kauflich erworbenen, rekombinant gewonnenen Ubiquinol
Cytochrom C-Reduktasen und seiner Untereinheiten (UQCR,
UQCRH, UQCRC1, UQCRFS1, UQCRC) im ELISA

Diejenigen Antigene, die Komponenten der Ubiquinol-Cytochrom C-Reduktase

enthalten, wurden auch im ELISA mit 3 Seren von AMA positiven/Anti-M2

positiven und mit 20 Seren von AMA positiven/Anti-M2 negativen PBC-

Patienten inkubiert. Bei diesem Versuch kam es zu keinen positiven

Ergebnissen.
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4. Diskussion

4.1 Einleitung und bisheriger Kenntnisstand aus vorhergehenden
Arbeiten
Im Routinelabor des Immunpathologischen Instituts Tubingen sind in den
vergangenen Jahren vermehrt Patienten aufgefallen, die klinisch eindeutige
Hinweise auf eine PBC-Erkrankung zeigten und bei denen auch im
Immunfluoreszenztest AMA nachweisbar waren, die aber nicht mit dem PBC-
spezifischen M2-Antigen reagierten (sog. AMA positive/Anti-M2 negative
Patienten).
Bei diesen Patienten wurden im WesternBlot Reaktionen mit anderen
mitochondrialen Proteinen beobachtet, die in einer vorhergehenden Arbeit
untersucht wurden [15].
Es zeigte sich, dass Seren dieser Patienten am haufigsten mit einem Antigen
reagierten, welches aus dem Uberstand von Mitochondrien aus Rinderherz
gewonnen wurde. Dieses Antigen wurde daraufhin mittels
Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt und gegen Seren von Patienten mit
einer AMA positiven/Anti-M2 negativen PBC-Erkrankung im WesternBlot ge-
testet. Am haufigsten wurde eine Determinante auf der HOhe eines
Molekulargewichts von 60 kD und eine weitere auf Hohe von 80 kD erkannt. Die
Analyse der Bande auf der Hohe eines Molekulargewichts von 60 kD mittels
Massenspektrometrie (MALDI-TOF) ergab in der vorangegangenen Arbeit, dass
es sich bei dem Antigen entweder um die F1-ATPase oder um das Core |
Protein des Komplex Il der Elektronentransportkette, der Ubichinon
Cytochrom C-Reduktase, handelt. Die Bande auf der Hohe eines

Molekulargewichts von 80 kD wurde bisher noch nicht weiter untersucht.
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4.2 Diskussion und Interpretation der Ergebnisse
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, bisher gewonnene Ergebnisse detaillierter
zu untersuchen und weitere Erkenntnisse zu gewinnen.

Der Fokus lag dabei auf folgenden Punkten:

Antigen 1.16/1.18
- Gewinnung des Antigens 1.16/1.18 aus dem Uberstand von
Mitochondrien aus Rinderherz und anschlieRender Aufreinigung mittels

Dichtegradientenzentrifugation

60 kD Bande:
- Analyse der 60 kD Bande hinsichtlich ihrer Bedeutung als Autoantigen
bei der PBC und der als Antigen in Frage kommenden Cytochrom C-

Reduktase

80 kD Bande:
- Analyse der 80 kD Bande hinsichtlich ihrer Bedeutung als Autoantigen
bei der PBC

- ldentifizierung des in Frage kommenden Proteins

Rekombinante Herstellung der Cytochrom C-Reduktase:
- Rekombinante Herstellung der Cytochrom C-Reduktase in E.coli
Bakterien, um genaueren Ruckschluss zu bekommen, welche Rolle

Antikoérper gegen die Cytochrom C-Reduktase bei der PBC spielen

4.21 Gewinnung des Antigens 1.16/1.18 durch Dichtegradienten-
zentrifugation

Das aus dem Uberstand von Rinderherzmitochrondrien gewonnene Antigen

wurde mittels Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt. Die verschiedenen

Gradienten wurden, wie in Versuch 3.1.1 dargestellt, gegen Seren von
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Patienten mit AMA positiver/Anti-M2 negativer PBC-Erkrankung inkubiert.
Dabei zeigte sich in den anfanglich durchgefuhrten, mehrfach wiederholten
Versuchen, dass sich das gewlnschte Antigen in den Fraktionen 1.16 und 1.18
anreichert, wahrend in den weiteren Gradienten (1.12, 1.14, 1.20) kein Antigen
von unserem Interesse nachweisbar war, weshalb diese verworfen wurden.

Es stellt sich jedoch im Nachhinein die Frage, ob sich das Antigen 1.16/1.18
dennoch, je nach Versuchsansatz, auch in anderen Fraktionen anreichern
kann, und man daher vor jeder Verwendung des neu hergestellten Antigens die
einzelnen Fraktionen austesten muss. Dies wurde eventuell auch erklaren,
warum in verschiedenen Versuchsansatzen bei der Inkubation desselben
Serums mit dem Antigen 1.16/1.18 sich teils beide Banden anfarben lieen, d.h.
eine Bande auf der Hohe eines Molekulargewichts von 60 kD, und eine andere
auf der Hohe von 80 kD, und sich teils nur eine Bande anfarben liel}.

Was dennoch ungeklart bleibt, ist die Anfarbung von Banden auf sehr
unterschiedlichen Hohen je nach Versuchsansatz, obwohl das Antigen aus
demselben Ansatz der Antigengewinnung gewonnen wird. Hier stellt sich die
Frage, ob man gegebenenfalls mit einem hdherprozentigen SDS-Gel im
WesternBlot oder mit langeren Gelen arbeiten muss, um somit eine bessere
und damit validere Aussage Uber die Laufstrecke und das Molekulargewicht

treffen zu kbnnen.

4.2.2 Nachweis der Cytochrom C-Reduktase in der Antigenfraktion
1.16/1.18 im WesternBlot

Ausgehend von der vorherigen Arbeit von M. Feuchtinger [15], in der die
Cytochrom C-Reduktase als mogliches Antigen fur die 60 kD Bande diskutiert
wurde und daher in dieser Arbeit genauer untersucht werden sollte, wurde
jedes Mal vor Verwendung das durch Dichtegradienten gewonnene Antigen im
WesternBlot gegen den Anti-Core1-Protein Antikérper getestet und somit
verifiziert, dass die Cytochrom C-Reduktase in dem Antigen auch wirklich

enthalten ist. Dies war bei allen Versuchsansatzen der Fall.
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4.2.3 Die 80 kD Determinante und die in Frage kommenden Antigene

Um weiteren Aufschluss uber die 80 kD Bande und das in Frage kommende
Antigen zu bekommen, wurden zwei mit CoomassieBlue angefarbte Banden
ausgeschnitten, eluiert und mittels Massenspektrometrie untersucht (Abs.:
3.1.3). Diese Analyse ergab jedoch keinen klarenden Hinweis. Bereits die
Zuordnung der im WesternBlot positiven Banden mit den durch CoomassieBlue
angefarbten Banden in den Gelen war kaum mdglich, weshalb die in diesem
Molekulargewichtsbereich einzig anfarbbaren Banden knapp oberhalb und
knapp unterhalb (verglichen zu der im WesternBlot angefarbten Bande auf der
Hohe eines Molekulargewichts von 80 kD) ausgeschnitten wurden. In diesen
Banden wurde jedoch nur das Bovine Serum Albumin nachgewiesen, das aber
als Antigen ausgeschlossen werden konnte. Die Identifizierung des Antigens,
das in der Bande auf der Hohe eines Molekulargewichts von 80 kD zu finden

ist, steht daher noch aus.

4.2.4 Spezifitat und Haufigkeit der Antikorper gegen die 60 und 80 kD
Determinanten bei der PBC

In einem weiteren Schritt sollte die Spezifitat der Antikdrper gegen die 60 und
80 kD Proteine fur die PBC analysiert werden. Seren von Patienten mit
verschiedenen Erkrankungen wurden gegen das Antigen 1.16/1.18 getestet und
hinsichtlich ihrer Reaktivitat mit dieser Bande im WesternBlot analysiert. Dabei
zeigte sich, dass 25 % der Seren (22 von insgesamt 88 Patienten) der
Patienten mit einer AMA positiven/Anti-M2 negativen PBC-Erkrankung mit der
60 kD und ebenfalls 25 % mit der 80 kD Determinante reagierten; aber auch 27
% bzw. 8 % der 74 Patienten mit Anti-M2 positiver PBC hatten Antikorper
gegen diese Proteine (Tab. 17)

Allerdings scheinen die Anti-60 und Anti-80 kD Antikorper auch bei Patienten
mit anderen Erkrankungen in einem geringen Prozentsatz vorzukommen, die
genaue Haufigkeit muss aber noch an grofleren Patientenkollektiven evaluiert

werden.
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4.2.5 Verwendung der Antigenfraktion 1.16/1.18 im ELISA

Die Antigenfraktion 1.16/1.18 wurde auch im ELISA ausgetestet, es liel? sich
aber keine Korrelation mit den WesternBlot-Befunden feststellen. Daraus
schlossen wir, dass sich diese Antigenfraktion nicht fir den Antikbrpernachweis
im ELISA eignet.

Im ELISA werden die Antigene grundsatzlich anders prasentiert als zum
Beispiel im WesternBlot, da auch Konformations-Epitope erkannt werden
konnen. Im WesternBlot dagegen liegen durch die SDS-Behandlung vor allem

lineare Epitope vor.

4.2.6 Die in E.coli Bakterien rekombinant exprimierte Cytochrom C-
Reduktase

Nachdem die Existenz von Antikdrpern gegen ein nicht-M2-assoziiertes 60 kD
Protein bei der PBC bestatigt worden war, sollte Uberprift werden, ob diese
gegen das in dieser Fraktion identifizierte Core | Protein der Cytochrom C-
Reduktase gerichtet sind. Die Cytochrom C-Reduktase wurde daher
rekombinant in E.coli Bakterien exprimiert. Nach jeder erneuten Herstellung
wurde, aquivalent zu den anderen Antigenen, verifiziert, dass die Cytochrom C-
Reduktase auch wirklich in der Antigenfraktion enthalten war. Hierfur wurde, wie
in Abbildung 6 dargestellt, das Antigen im WesternBlot gegen den
monoklonalen Anti-Core | Antikdrper getestet. Es konnte gezeigt werden, dass
sich eine Bande anfarben lasst, die auf derselben Hohe ist wie die 60 kD Bande
des mit Anti-Core | Antikorper inkubierten Antigens 1.16/1.18. Dieses
rekombinant gewonnene Antigen wurde aquivalent zu dem Antigen 1.16/1.18
im WesternBlot mit mehreren Seren von Patienten mit verschiedenen
Erkrankungen inkubiert und ausgewertet. Wie in Abschnitt 3.2.3 bereits
erwahnt, stellte sich die Auswertung als nicht einfach dar. Die Banden liefen je
nach Versuchsansatz im WesternBlot unterschiedlich weit und waren vom
Aussehen her sehr verschieden. Eine eindeutige Molekulargewichtsbestim-

mung war nicht moglich, da den Banden im WesternBlot keine eindeutige
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Bande in den mit CoomassieBlue angefarbten Gelen zugeordnet werden
konnte. Die in dieser Arbeit als positiv gewertete Bande liegt im Mittel circa auf
der Hohe eines Molekulargewichtsmarkers von 65 kD und ist bei 29,6 % der
Patienten nachweisbar. Ob es sich jedoch immer um dieselbe Bande mit dem
gleichen Antigen handelt, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden. Unabhangig
von dem genauen Molekulargewicht konnte jedoch festgestellt werden, dass mit
dem Core | Protein auch Seren von Patienten mit anderen Erkrankungen

reagierten, d.h. es sich nicht um ein PBC-spezifisches Antigen handelte.

4.2.7 Verwendung des rekombinant gewonnenen Core | Proteins im
ELISA

Ferner wurde das rekombinant gewonnene Antigen Core | Protein der
Cytochrom C-Reduktase mehrfach im ELISA gegen verschiedene
Patientenseren getestet. Dabei konnte, wie aus Abschnitt 3.2.4 ersichtlich,
keine Korrelation zwischen ELISA mit WesternBlot- Ergebnissen gesehen
werden, da die positiven Ergebnisse im ELISA eindeutig auf unspezifische
Reaktionen hindeuten. Gerade bei den rekombinant gewonnenen Antigenen
kommt es trotz mehrfachen Reinigungsschritten zur Verunreinigung durch

bakterielle Strukturen.

4.2.8 Vergleich der beiden Antigenfraktionen, die die Cytochrom C-
Reduktase enthalten (Antigenfraktion 1.16/1.18 und rekombinantes

Core | Protein)

- im WesternBlot
Ausgehend von der Annahme, dass in beiden Antigenen dasselbe Antigen
enthalten ist, namlich die Cytochrom C-Reduktase und dies auch das Antigen
ist, das eine Antigen-Antikdrper Bindung eingeht, erwartet man in den
Versuchen eine Korrelation der Ergebnisse trotz unterschiedlicher Antigen

Gewinnung. Dies konnte in dieser Arbeit jedoch nicht bestatigt werden. Die
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Ergebnisse im WesternBlot mit beiden Antigenfraktionen lassen keine

signifikante Korrelation erkennen.

- im ELISA
Aufgrund des frihzeitigen Verdachtes, dass das rekombinant gewonnene
Antigen im ELISA unspezifisch reagiert und dies in dem in Abschnitt 3.2.4
beschriebenen Versuch verifiziert wurde, wurde der ELISA-Ansatz nicht weiter

verfolgt und kann somit auch nicht verglichen werden.

4.2.9 Die kauflich erworbene Cytochrom C-Reduktase

Die kauflich erworbene Cytochrom C-Reduktase wurde ebenfalls mehrfach im
ELISA und im WesternBlot getestet. Jedoch muss man auch hier sagen, dass
dieses Antigen sowohl im WesternBlot (s. Absch. 3.4.1, ohne Inkubation des
Serums kam es trotzdem zu einer positiven Reaktion) als auch im ELISA
(positiver Anstieg des Leerwerts, s. Absch. 3.4.2) unspezifisch reagiert. Bei den
kauflich erworbenen Antigenen ist dies haufig der Fall, da oft noch sehr starke
Verunreinigungen nachzuweisen sind. Dies trifft in diesem Fall sicher zu.
Dennoch hatte man fur den Fall, dass die Cytochrom C-Reduktase wirklich das
entsprechende Antigen ist, erwarten konnen, dass zusatzlich zu der
unspezifischen Reaktion eine weitere und somit im Endeffekt doch noch eine
starkere Reaktion im ELISA nachzuweisen ist bzw. weitere Banden im
WesternBlot anzufarben sind. Dies war jedoch nicht der Fall, weshalb man
einmal mehr davon ausgehen muss, dass die Cytochrom C-Reduktase nicht als

Antigen in Frage kommt.

4.2.10 Die kauflich erworbene, rekombinante Ubiquinol Cytochrom C-
Reduktase

Die kauflich erworbene, rekombinante Ubiquinol Cytochrom C-Reduktase zeigt

im ELISA keine Reaktion mit anti-60 kD positiven Patientenseren und auch im

WesternBlot war nur eine sehr schwache Bande mit einem einzelnen Serum
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sichtbar. Dies konnte daran liegen, dass die verwendete Menge an Antigen zu
gering ist und daher nicht detektiert werden kann. Dagegen spricht allerdings
der in Abb. 5 dargestellte Versuch, der zeigt, dass die kauflich erworbene
Ubiquinol Cytochrom C-Reduktase mit dem monoklonalen Antikorper gegen
das Core | Protein im WesternBlot sehr deutlich reagiert, trotz eventuell
geringem Antigen-Gehalt.

Eine weitere Interpretation (in diesem Falle auch hinsichtlich der bisher
gewonnenen Ergebnisse eher wahrscheinlichere Moglichkeit) ist, dass die
Cytochrom C-Reduktase nicht, wie anfanglich vermutet, das gesuchte Antigen

bei der PBC ist, was auch zu den oben ausgefuhrten Befunden passen wuirde.

4.3 Diskussion der gewonnenen Ergebnisse im Hinblick auf die aktuelle
Literatur

In der Literatur wird immer wieder diskutiert, ob es in der Tat eine AMA und
insbesondere Anti-M2 negative PBC gibt, oder ob diese Antikdrper bei den
betreffenden Patienten nur aufgrund einer nicht ausreichenden Sensitivitat der
bisher bekannten Nachweismethoden nicht nachzuweisen sind [44]. Eine neue
Studie von Selmi et al. [63] deutet auf die letztere genannte Mdglichkeit hin. In
ihrer Arbeit konnte durch eine neu entwickelte Nachweismethode bei 20 % der
bisher als AMA negativ geltenden PBC-Patienten AMA Antikoérper
nachgewiesen werden.

In einer weiteren Studie von Liu et al. wurden diese AMA positiven und AMA
negativen PBC-Patienten aus klinischer Sicht betrachtet und verglichen [39].
Dabei zeigte sich, dass beide Kollektive klinisch, histologisch und prognostisch
identisch waren. Unabhangig von der Behandlung mit Ursodesoxycholsaure
wiesen beide Kollektive dieselbe Verlaufsform auf. Auch die Arbeit von Mendes
et al. vertritt die zunehmend anerkannte Theorie, dass es sich bei diesen AMA
negativen Patienten nicht um ein eigenstandiges Patientenkollektiv handelt,

sondern dass durch die bisherigen Nachweismethoden nicht alle AMA
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Antikorper erfasst werden konnen [44]. Unsere Beobachtungen legen jedoch
nahe, dass nicht nur die Sensitivitdt der Testmethoden eine Rolle spielt,
sondern dass es in der Tat weitere AMA-Spezifititen neben den Anti-M2
Antikérpern bei der PBC gibt.

Unabhangig von der diagnostischen Spezifitat und Sensitivitat der AMA ist ihre
Bedeutung hinsichtlich der Entstehung einer PBC unklar. Wie in der Einleitung
schon angesprochen, gibt es zwei fuhrende Theorien. Zum einen geht man
davon aus, dass das ‘molecular mimicry’ eine grof3e Rolle in der Entstehung
der PBC spielt. Hierflr werden nach wie vor Bakterien, Viren, aber auch und vor
allem immer haufiger, Xenobiotika diskutiert [5, 36, 41].

Zum anderen wird postuliert, dass neben der Induktion von Antikdrpern durch
molecular mimicry eine Stérung der Apoptose eine weitere Rolle spielen kdnnte
[3, 8]. Indem die flr die Apoptose vorgesehenen Zellen nicht ordnungsgeman
zerstort werden, kann es zu einer sekundaren Nekrose dieser Zellen mit
anschlieBender Freisetzung zellularer Strukturen kommen. Diese freigesetzten
Zellstrukturen koénnen daraufhin ebenfalls die Bildung von Antikdrpern in-
duzieren, die sich dann wiederum auch gegen gesunde Zellen richten konnen.
Zusatzlich gilt aber als erwiesen, dass neben den auferen Einflussen auch
genetische Dispositionen eine Rolle spielen mussen. Diese Annahme wird
durch mehrere Zwillings- und Familienstudien eindeutig belegt (20, 27, 34, 52,
54).

Die bisherigen Arbeiten stellten aber immer die mit der PDH-E2 reagierenden
Anti-M2 Antikorper in den Mittelpunkt der Diskussionen. In der vorliegenden
Arbeit konnte aber eindeutig belegt werden, dass es PBC-Patienten gibt, die
AMA positiv sind, aber keine Anti-M2-Antikorper haben. Insofern ist die
atiopathogenetische Bedeutung der Anti-M2 Antikorper in Frage zu stellen,
zumal auch schon lange bekannt ist, dass es AMA-negative PBC Patienten
gibt, die aber PBC-spezifische antinukleare Antikorper besitzen.

Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich daher darauf, neben dem M2-System

weitere Antigen-Antikorper Systeme zu finden. Dadurch erhoffte man sich, zum
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einen eine weitere Diagnostikmoglichkeit zu gewinnen, die es ermoglicht, die
Anti-M2 negativen Patienten zu detektieren, zum anderen jedoch auch weitere
Ruiickschliisse auf die Atiologie der PBC-Erkrankung ziehen zu kénnen. Als
Ansatzpunkt fur diese Forschung dienten die in dem Routinelabor aufgefallenen
Reaktionen im WesternBlot von Anti-M2 negativen Patienten.

In der Literatur ist diesbezuglich, d.h. Uber die Erforschung neuer Antigen-
Antikorper Systeme im WesternBlot, wenig zu finden.

Lediglich Frostell et al. und Mendel-Hartvig et al. berichteten im Jahre 1988 von
Reaktionen von PBC-Seren im WesternBlot mit Proteinen mit einem
Molekulargewicht von 75 kD, 60 kD, 40 kD sowie einer weiteren, nicht
hitzebestandigen Bande bei einem Molekulargewicht von 70 kD [17, 18, 43].
Von diesen Autoren wurden auch die in der vorliegenden Arbeit diskutierten
Antigene, d.h. die Cytochrom C-Reduktase und die F1-ATPase, aber auch die
bisher nicht diskutierte Succinat-Dehydrogenase als Targetantigene in
Erwagung gezogen, was aber in einer anderen Arbeit von Frostell et al. [18]
nicht verifiziert werden konnte. Stattdessen wurde in dieser Arbeit die These
aufgestellt [18], dass flur diese Reaktion das Antigen aus dem Komplex 1 der
Atmungskette, der NADH-Reduktase, eine entscheidende Rolle spielt, was sich
jedoch ebenfalls nicht bestatigen liel3.

Die in der vorliegenden Arbeit diskutierte und analysierte Bande auf der Hohe
eines Molekulargewichts von 80 kD konnte, wie oben schon beschrieben,
ebenfalls in dieser Hinsicht keinen weiteren Fortschritt erbringen. Sie konnte
zwar als wichtiges Targetantigen bei der AMA positiven/Anti-M2 negativen PBC
bestatigt werden, ihre Spezifitat fir die PBC muss aber noch in grél3eren
Patientenkollektiven Uberprift werden. Auch ist es leider nicht gelungen,
relevante Proteine in dieser Bande zu identifizieren, was mdglicherweise auf
eine zu geringe Konzentration zurtckzufihren ist. Dennoch muss man sagen,
dass dieser Ansatz, nach weiteren Antigen-Antikdrper Systemen zu suchen,
vielversprechend ist. Das in der 60 kD Bande identifizierte Core | Protein der

Cytochrom C-Reduktase kann zwar jetzt als Autoantigen bei der PBC durch die
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in dieser Arbeit vorgelegten Untersuchungen mit groRer Wahrscheinlichkeit
ausgeschlossen werden, in einer parallel durchgefuhrten Arbeit wurde aber
gezeigt [53], dass das andere in dieser Bande identifizierte Protein, die B-
Untereinheit der F1-ATPase doch von 55 % der AMA positiven/Anti-M2
negativen Seren erkannt wird. Bei anderen Lebererkrankungen lag der
Nachweis lediglich zwischen 3 % und 31 %. Basierend auf diesen Befunden —
bei der F1-ATPase handelt es sich um ein sehr archaisches Antigen — sind jetzt
weitere Untersuchungen hinsichtlich der Relevanz dieser Antikdrper fur Kilinik,

Prognose und Atiopathogenese der PBC (Enzyminhibition?) méglich.
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5. Zusammenfassung

In einer frGheren Arbeit konnte gezeigt werden, dass Seren von Patienten mit
AMA positiver/Anti-M2 negativer PBC mit bisher nicht weiter identifizierten
mitochondrialen Proteinen mit einem Molekulargewicht von 60 und 80 kD
reagieren. In der 60 kD Antigenfraktion konnte mittels Massenspektrometrie —
neben anderen Enzymen - das Core | Protein der Cytochrom C-Reduktase
identifiziert werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, zu Uberprufen, ob
es sich bei diesem Protein tatsachlich um ein Targetantigen von
Autoantikérpern bei der PBC handelt. Ferner sollte das 80 kD Protein weiter
analysiert werden.

Seren von 88 AMA positiven/Anti-M2 negativen sowie 74 AMA positiven/Anti-
M2 positiven PBC-Patienten wurden im WesternBlot und teilweise im ELISA
analysiert. Als Kontrollen dienten Seren von Patienten mit anderen
Lebererkrankungen und gesunden Blutspendern. Als Antigene dienten eine
mittels Sucrosedichtegradientenzentrifugation aus Rinderherzmitochondrien
isolierte 1.16/1.18 Fraktion sowie eine kommerziell erhaltliche Cytochrom C-
Reduktase. Ferner wurde das Core | Protein der Cytochrom C-Reduktase
rekombinant in E. coli exprimiert.

Zweiundzwanzig der 88 AMA positiven/Anti-M2 negativen PBC-Patienten (25
%) reagierten mit der 60 kD Bande in der 1.16/1.18 Fraktion im Westernblot,
ebenfalls 25 % mit der 80 kD-Determinante. AMA positiv/Anti-M2 positive
Patienten zeigten diese Reaktionen in 27 % bzw. 8 % der Falle.

Die 80 kD Determinante wurde mittels Elektroelution weiter gereinigt und einer
massenspektrometrischen Analyse unterworfen, die aber keine eindeutigen
Ergebnisse erbrachte.

Um zu uberprufen, ob die Anti-60 kD Antikorper gegen das Core | Protein der
Cytochrom C-Reduktase gerichtet sind, wurden Seren der Patienten mit AMA
positiver/Anti-M2 negativer PBC gegen das kommerziell erhaltliche Enzym

sowie das rekombinant hergestellte Core | Protein der Cytochrom C-Reduktase
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getestet. Es ergaben sich aber keine eindeutigen Reaktionen und insbesondere
keine Korrelationen mit den Ergebnissen, die unter Verwendung der 1.16/1.18
Dichtegradientenfraktion erhalten worden waren.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Existenz weiterer bisher nicht identifi-
zierter AMA-Spezifitaten bei Patienten insbesondere mit Anti-M2 negativer aber
auch Anti-M2 positiver PBC bestatigt werden. Als Targetantigene der Anti-60
kD Antikdrper waren bisher das Core | Protein der Cytochrom C-Reduktase
sowie die F1-ATPase diskutiert worden. Das Core | Protein kann jetzt nach den
hier prasentierten Befunden mit grol3er Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen
werden, eine parallel durchgefuhrte Arbeit macht aber die Existenz von
Antikorpern gegen die F1-ATPase wahrscheinlich. Wie aber der Nachweis von
Antikérpern gegen ein 80 kD Protein belegt, muss es noch weitere AMA-
Spezifitaten geben, deren Targetantigene noch nicht identifiziert werden
konnten. Nachdem die Anti-M2 Antikorper bisher keine eindeutigen Hinweise
zur Atiopathogenese der PBC geliefert haben, erdffnet moglicherweise die
Entdeckung weiterer, eventuell auch funktionell aktiver Autoantikdrper

diesbezuglich neue Aspekte.
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